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Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war die Dynamik und die Bindungseigenschaften von DNA-Reparaturproteinen
in der Reaktion lebender humaner Zellen auf strahleninduzierte DNA-Schäden zu untersuchen.
Insbesondere sollte der Einﬂuss der hohen DNA-Schadensdichte nach Schwerionenbestrahlung
analysiert werden. Mittels verschiedener Mikroskopietechniken wurde die Geschwindigkeit der
Akkumulation und der Austausch der DNA Reparaturproteine NBS1, MDC1, ATM, ATR und
53BP1 in strahleninduzierten Foci ermittelt. Durch kinetische Modellierungen konnten Bindungs-
parameter bestimmt werden. Untersuchungen in unbestrahlten Zellen zeigten für alle Proteine
im Zellkern eine unterschiedliche und gleichzeitig deutlich geringere Mobilität, als gemäß reinem
Diﬀusionsverhalten zu erwarten gewesen wäre. Alle Proteine zeigten außerdem eine funktionsab-
hängige Rekrutierungskinetik. 53BP1 bindet schadensdichteunabhängig an das Chromatin um
den DNA Schaden. Hierbei bildet die Gesamtproteinmenge den kinetisch limitierenden Faktor.
NBS1 bindet in zwei Fraktionen an den DNA-Schaden, wobei mit steigender Schadensdichte der
fest bindende Anteil zunimmt. Auch das Protein ATR bindet vermehrt bei einer hohen Schadens-
dichte. Die stark konzentrierte und komplexe DNA-Schädigung nach Schwerionenbestrahlung und
die vermehrte feste Bindung von NBS1 führen vermutlich zu einer erhöhten Proteinaktivierung.
Dadurch werden im umliegenden Chromatin beschleunigt Bindungsstellen gebildet, was in einer
schnelleren Akkumulation von MDC1 zusammen mit NBS1 resultiert. Eine sehr hohe Schadens-
dichte führt außerdem dazu, dass MDC1 nicht nur direkt um den DNA Schaden, sondern auch
an das Chromatin im gesamten Zellkern bindet. Diese Ergebnisse zeugen von einer veränder-
ten Zellreaktion nach Bestrahlung mit Schwerionen und verdeutlichen die besondere biologische
Wirkung der Schwerionenbestrahlung.
Im zweiten Projekt sollte ein experimenteller Aufbau entwickelt werden, der es ermöglicht die
Interaktion von Molekülen in lebenden Zellen mit hoher räumlicher und zeitlicher Auﬂösung
zu messen. Dieser Aufbau soll in Zukunft dazu dienen, das komplexe molekulare Netzwerk der
zellulären Antwort auf DNA-Schäden besser erforschen zu können. Hierzu wurde die ﬂuoreszenz-
polarisationsbasierte FRET Messmethode erstmals mit konfokaler Spinning-Disk Mikroskopie
kombiniert. Durch einen modularen Aufbau ist das System auch weiterhin als konfokales Fluo-
reszenzmikroskop verwendbar. Das FRET System wurde mit blau/gelb und rot/grün ﬂuoreszie-




The aim of this project was to analyze the dynamics and binding characteristics of DNA re-
pair proteins during the response of living human cells to radiation-induced DNA damage. In
particular, the impact of dense DNA damage after charged particle irradiation was investigated.
Diﬀerent microscopic techniques were used to determine the accumulation kinetics and exchange
rates of the repair proteins NBS1, MDC1, ATM, ATR and 53BP1 in irradiation-induced foci. By
applying kinetic models, binding constants could be identiﬁed. In unirradiated cells, all proteins
behaved diﬀerently and were less mobile than expected from pure diﬀusion. Furthermore, all
proteins showed function-dependent accumulation kinetics. Binding of 53BP1 to the chromatin
surrounding the DNA damage is independent of the damage density. The amount of protein is the
kinetically limiting factor. NBS1 binds in two distinct fractions to the damaged DNA in which
the tight binding fraction grows with increasing DNA damage density. The amount of ATR which
binds to the damaged DNA also increases with the damage density. The highly concentrated and
complex DNA damage after charged particle irradiation together with the increased tight binding
fraction of NBS1 presumably results in stronger protein activation. Consequently, the creation
of binding sites in the damaged area surrounding chromatin is accelerated and MDC1 together
with NBS1 is recruited faster. A high damage density also results in the binding of MDC1 not
only to the chromatin in the damaged area but also throughout the entire cell nucleus. These
results are evidence of an altered cellular response after irradiation with charged particles and
point out the speciﬁc biological eﬀects of charged particle irradiation.
In a second project, an experimental setup was designed that makes it possible to measure
molecular interactions in living cells with high spatial and temporal resolution. This setup will
provide insights in the complex molecular network within cells after DNA damage induction.
The ﬂuorescence polarization-based FRET method was combined with a spinning disk confocal
microscope for the ﬁrst time. Through a modular design, the system still provides a conventional
setup for confocal ﬂuorescence microscopy. The FRET system was validated with blue/yellow and
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1.1 Biologische Grundlagen der zellulären Reaktion auf DNA-
Strahlenschäden
1.1.1 Aufbau des Zellkerns und des Chromatins
Der menschliche Körper besteht aus ca. 100 Billionen Zellen (Schmidt et al., 2005). Diese erfül-
len sehr unterschiedliche Aufgaben und sind deshalb in Form und Funktion sehr verschieden.
Trotzdem besitzen alle Zellen die gleiche Genausstattung. Die gesamte genetische Information
ist im Zellkern einer jeden Zelle gespeichert. Der Zellkern ist von einer Kernmembran umgeben
(siehe Abbildung 1.1a), die eine Barriere für Ionen, gelöste Stoﬀe und Makromoleküle darstellt.
Während der Mitose (Zellteilung) kondensiert das Chromatin zu dicht gepackten Chromosomen
und die Kernstruktur löst sich auf, sodass die duplizierte Erbinformation auf die beiden Tochter-
zellen aufgeteilt werden kann. Während der Interphase, wenn sich die Zelle nicht in der Mitose
beﬁndet, enthält der Zellkern folgende Hauptkomponenten (Karp, 2005):
• die Kernmembran umgibt den Zellkern
• die Kernmatrix bildet ein proteinhaltiges Fasergeﬂecht
• das Kernplasma ist die Flüssigkeit des Zellkerns mit vielen gelösten Substanzen
• ein oder mehrere Nukleoli, unregelmäßig geformte Gebilde, die an der Synthese der ribo-
somalen RNA und dem Zusammenbau der Ribosomen mitwirken
• das Chromatin, welches aus DNA (Desoxyribonukleinsäure) und den mit ihr assoziierten
Proteinen, den sogenannten Histonen, besteht.
Die Grundbausteine der DNA sind die Nukleotide (siehe Abbildung 1.2). Sie bestehen aus einem
Zucker (Desoxyribose), einem Phosphat und einer der vier Basen Thymin (T), Adenin (A),
Cytosin (C) oder Guanin (G). Diese Nukleotide binden kovalent über Phosphodiesterbindungen.
So entsteht eine Polynukleotidkette, die man als DNA-Strang bezeichnet. Sie hat ein soge-
nanntes 3' Ende mit einer freien Hydroxygruppe des Zuckers und ein 5' Ende mit einer freien
Phosphatgruppe. Die Basen heben sich von dem Zucker-Phosphatgerüst ab und binden jeweils
über Wasserstoﬀbrückenbindungen eine komplementäre Base aus einem zweiten gegenläuﬁgen
DNA-Strang. Hierbei paaren sich A und T sowie C und G. Auf diese Weise bildet sich ein














Abbildung 1.1: Eukaryotische Zelle und der Aufbau des Chromatins. (a): Schematische Darstellung einer euka-
ryotischen Zelle: Viele verschiedene Organellen beﬁnden sich im Zytoplasma. Der Zellkern bildet meist die größte
Einheit (Abbildung modiﬁziert übernommen von Alberts, 2001). (b): Das Chromatin beﬁndet sich im Inneren des
Zellkerns. Es ist aus DNA und Proteinen, den Histonen, aufgebaut. Der DNA Doppelstrang ist um die Kernhistone
gewickelt. So bildet sich ein Nukleosomenﬁlament aus, das sich weiter zusammenlagert (Abbildung übernommen
von Karp, 2005).
samte menschliche Genom besteht aus ca. 3 Milliarden Basenpaaren. Dies ergibt eine DNA
Gesamtlänge von ca. zwei Meter. Sie muss allerdings in einem Zellkern, der in einer menschli-
chen Zelle einen Durchmesser von ca. 5-8 µm hat, verstaut werden. Dazu ist eine sehr dichte
Verpackung der DNA nötig, die dennoch einer bestimmten Ordnung unterliegen muss. Deshalb
wird der DNA-Doppelstrang zunächst in regelmäßigen Abständen um Histonkerne gewickelt
(siehe Abbildung 1.1b). Diese Verbindungen werden als Nukleosomen bezeichnet. So entsteht
das Nukleosomenﬁlament, ein perlenkettenartiges Gebilde. Dieses lagert sich wiederum zu 30-
nm-Chromatinfasern zusammen, die sich dann, wahrscheinlich eher unregelmäßig, immer dichter
zusammen packen (Alberts, 2001).
1.1.2 Zelluläre Reaktion auf DNA-Schäden
In der DNA ist die gesamte Erbinformation im Kern einer jeden Zelle abgespeichert. Schädigun-
gen im Erbgut können durch den Prozess der Mutagenese Krebskrankheiten hervorrufen. Nach
Schätzungen ﬁnden aber täglich ca. 10.000 schädigende Ereignisse an der DNA in jeder Zelle statt
(Eckstein, 1998). Um diesem entgegenzuwirken, entwickelten sich im Laufe der Evolution viele
verschiedene Mechanismen, die die unterschiedlichen DNA-Schäden reparieren und korrigieren
(zusammengefasst von Christmann et al., 2003). Aufgrund des oben beschriebenen doppelsträngi-
gen Aufbaus der DNA, kann in den meisten Fällen, wie bei Basenmodiﬁkationen, Basenverlusten
oder UV (ultraviolett)-strahlungsinduzierten Dimeren, der ungeschädigte gegenläuﬁge Strang
als Vorlage dienen um den geschädigten fehlerfrei zu reparieren. Im Fall des Doppelstrangbruchs
(DSB), bei dem die doppelsträngige DNA an einer Stelle komplett aufbricht, ist dies jedoch nicht
der Fall. Die Enden müssen zusammengehalten, evtl. aufbereitet und wieder möglichst fehlerfrei
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Abbildung 1.2: DNA und ihre Bausteine. Die DNA ist aus vier verschiedenen Nukleotiden aufgebaut. Jedes
besteht aus einem Zucker, Phosphat und einer der vier Basen A, C, G oder T. Diese Nukleotide bilden einen
DNA Strang, der sich mit einem zweiten gegenläuﬁgen Strang zusammenlagert. Dieser Doppelstrang nimmt eine
energetisch günstige Form als Doppelhelix ein (Abbildung modiﬁziert übernommen von Alberts, 2001).
zusammengefügt werden. Somit stellt der DSB große Herausforderungen an die Mechanismen
der DNA-Reparatur.
Es gibt zwei Hauptmechanismen DSB zu reparieren, die "Nicht Homologe Endverknüpfung"
(NHEJ) und die "Homologe Rekombination" (HR). Während in ersterer die Bruchenden nach
vergleichsweise geringer Prozessierung wieder direkt zusammengefügt werden, dient bei letzterer
ein anderer DNA-Abschnitt, meist das Schwesterchromatid, als Vorlage zur Reparatur des DSB.
Da in der NHEJ keine Vorlage verwendet wird, wird diese im Allgemeinen, im Gegensatz zur
HR, als fehleranfällig angesehen (zusammengefasst von Christmann et al., 2003).
Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den ersten Erkennungs- und Prozessierungsmechanismen von
DSB, weshalb diese im Folgenden genauer vorgestellt werden sollen. Eine wichtige Rolle bei der
Erkennung von DSB spielt der MRN-Proteinkomplex, bestehend aus MRE11 (meiotic recombi-
nation 11 ), Rad50 und NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrom 1 ). Die Struktur dieses Komplexes,
nach heutiger Vorstellung, ist in Abbildung 1.3 schematisch gezeigt. MRE11 ist hierbei das zen-
trale Protein. Es bindet die Proteine Rad50 und NBS1 und die DNA (zusammengefasst von
Williams et al., 2007). Somit befestigt das MRE11 Protein vermutlich den MRN-Komplex an
der DNA (zusammengefasst von Bhatti et al., 2011). Neben den DNA-Bindungseigenschaften
besitzt MRE11 aber auch Prozessierungseigenschaften, nämlich einzelsträngige Endo- und dop-
pelsträngige 3'-5' Exonukleaseaktivität (Paull und Gellert, 1998; Trujillo et al., 1998). Im Kom-
plex lagern sich zwei MRE11 Proteine mit zwei Rad50 Proteinen zusammen. Die Walker A-
und Walker B-Domänen am C- und N-Terminus des Rad50 Proteins binden MRE11 und bil-
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den so zusammen die Kopfdomäne des Komplexes. Der andere Teil des Rad50 Proteins, die
Doppelwendel Domäne, stellt eine fadenförmige Struktur mit einer Länge von ca. 500 A˚ und
einem sogenannten Zink-Haken am Enden dar. Diese Zink-Haken können sich über Zinkatome
entweder gegenseitig innerhalb des Komplexes binden, oder verschiedene Komplexe miteinander
vernetzen (siehe in Abbildung 1.3 rechts). Über die Rad50 Moleküle können dadurch ca. 1200 A˚
lange Brücken zwischen verschiedenen DNA-Abschnitten, z.B. Schwesterchromatiden, gebildet
werden (Hopfner et al., 2002). Rad50 besitzt außerdem ATPase (Adenosintriphosphat-spaltende)
Eigenschaften. Durch das Binden von je einem ATP können jeweils die N- mit den C- Enden
von zwei Rad50 Proteinen verbunden werden. Dadurch werden die Dimere, zusätzlich zu der
Bindung über MRE11, gekoppelt. Durch Hydrolyse und das Lösen von ATP können sich diese
Bindungen wieder trennen und es entsteht eine oﬀene Kopfstruktur des Komplexes (zusam-
mengefasst von Williams et al., 2010). Diese Konformationsänderungen steuern vermutlich die
MRE11 Nukleaseaktivitäten (Hopfner et al., 2001). NBS1, das dritte Protein im Komplex, hat
die besondere Eigenschaft mehrere Phosphopeptidbindungsstellen zu besitzen: eine Forkhead-
associated (FHA) Domäne und zwei BRCA1 C Terminus (BRCT) Domänen. Es wurde gezeigt,
dass verschiedene Proteine mit diesen Domänen interagieren, unter anderem Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1 (MDC1) (Lloyd et al., 2009; Hari et al., 2010; Spycher et al., 2008),
Ctp1 (Lloyd et al., 2009; Williams et al., 2009) und Ataxia telangiectasia and Rad3-related Protein
(ATR) (Olson et al., 2007). Sehr wahrscheinlich interagieren aber noch viele andere Phosphopro-
teine mit diesen Domänen. Am anderen Ende des NBS1 Proteins, am N-Terminus, beﬁnden sich
Bindungsstellen für die Proteine MRE11 und Ataxia telangiectasia mutated (ATM). Die Inter-
aktion mit ATM spielt in der ATM-Aktivierung nach DSB-Induktion eine entscheidende Rolle
(Lee und Paull, 2005).
Der MRN-Komplex erkennt den DSB und lagert sich an diesen an, wodurch wahrscheinlich eine,
wie oben beschrieben, vernetzende Struktur im Chromatin gebildet wird, die beide DNA-Enden
zusammenhält. Der Komplex steuert dann weitere Zellreaktionen wobei die Aktivierung von
ATM eine besondere Rolle spielt.
Der initiale Schritt für die ATM-Aktivierung ist noch unklar. Eine Relaxation des Chromatins
wird als erster Schritt diskutiert (Bakkenist und Kastan, 2003; Kozlov et al., 2011). Viele Expe-
rimente ließen annehmen, dass auch der MRN-Komplex bei der Aktivierung eine entscheidende
Rolle spielt (Uziel et al., 2003; Lee und Paull, 2005; Falck et al., 2005). Andere Experimente
zeigten jedoch, dass er nicht absolut nötig ist (Bhatti et al., 2011). Sun et al. (2009) schlugen fol-
genden Mechanismus für die ATM-Aktivierung vor: Durch den DSB wird der MRN-Komplex und
CK2 (Casein Kinase 2) unabhängig voneinander an den DSB rekrutiert. CK2 phosphoryliert das
Heterochromatin-Protein 1 (HP1)-β, wodurch sich HP1β vom Chromatin loslöst und am Lysin
9 trimethylierte Histone 3 (H3K9me3) freigelegt werden. Der ATM-Tip60 Komplex, bestehend
aus ATM und der Histonacetyltransferase TIP60, wird zum MRN-Komplex rekrutiert und er-
möglicht die Interaktion mit H3K9me3. Durch die hoch regulierte Acetyltransferaseaktivität von
Tip60 wird ATM acetyliert und dessen Kinaseaktivität aktiviert. Durch diese Aktivierung wird
ATM, welches in inaktiver Form als Dimer oder Multimer vorliegt, zu Monomeren umgewandelt
und an verschiedenen Stellen autophosphoryliert (Bakkenist und Kastan, 2003; Kozlov et al.,
2006, 2011). Nachdem ATM aktiviert wurde, phosphoryliert es die Histonvariante H2AX am
Serin 139 in der Chromatinumgebung (Megabasenbereich) des DSB. In Säugerzellen beträgt
der Anteil von H2AX 2% bis 25% der Gesamtmenge der Histonvariante H2A (Rogakou et al.,
1998). Die phosohorylierte Form von H2AX wird als γH2AX bezeichnet. Neben ATM kön-
nen auch andere Kinasen der PIKK-Familie (Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase), wie
ATR und DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), H2AX phosphorylieren (Rogakou et al.,
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Abbildung 1.3: Struktur des MRN-Komplexes am DSB. NBS1 besitzt mehrere Phosphopeptidbindungsstellen:
FHA und eine Tandem BRCT-Domäne. Rad50 besitzt Walker A und Walker B Domänen, an die MRE11 und
NBS1 binden. Außerdem besitzt Rad50 die langen Doppelwendel Domänen mit dem Zink-Haken am Ende. In der
rechten Abbildung sind zwei MRN-Komplexe gezeigt, die über die Zink-Haken und je ein Zink Atom miteinan-
der verbunden sind, und dadurch zwei DNA-Stränge zusammenhalten (Abbildung modiﬁziert übernommen von
Stracker und Petrini, 2011).
1998, 1999; Burma et al., 2001). Nach dieser Phosphorylierung von H2AX zu γH2AX kann
MDC1 über seine BRCT Domäne an diese binden (Stewart et al., 2003). (Zusammengefasst von
Stucki und Jackson, 2006). Über eine positive Rückkopplungsschleife wird die Akkumulation
von Proteinen, wie dem MRN-Komplex und ATM, um den DSB verstärkt. MDC1 wirkt hier-
bei als Bindeglied zwischen γH2AX und ATM (Lou et al., 2006). MDC1 wird, sobald es am
geschädigten Chromatin gebunden ist, ebenfalls ATM-abhängig phosphoryliert. Danach rekru-
tiert es die E3 Ubiquitin Ligase RNF8 (Ringﬁngerprotein 8 ) an den DSB (Kolas et al., 2007).
Zusammen mit UBC13 (Ubiquitin-conjugating enzyme 13 ) katalysiert RNF8 die Bildung von
Poly-Ubiquitinketten am Lysin-63 der H2A-Histone (Mailand et al., 2007). Bekker-Jensen et al.
(2010) zeigten, dass zusätzlich zu RNF8, UBC13 und der MDC1-Phosphorylierung, noch die
Ubiquitinligase HERC2 (Hect domain and RLD 2) als Kofaktor benötigt wird. Diese Ubiquitinie-
rung ist Voraussetzung für die 53BP1- (p53 binding protein) und BRCA1- (breast cancer type 1
susceptibility protein) Rekrutierung, aber nicht für die Focibildung von γH2AX und MDC1 und
nicht für die ATM-Aktivierung (Mailand et al., 2007; Jacquemont und Taniguchi, 2007). Nach
der Histon-Ubiquitinierung durch RNF8 mit UBC13 wird in den nächsten Schritten eine weitere
E3 Ubiquitin-Protein Ligase namens RNF168 (Ringﬁngerprotein 168) rekrutiert, welche auf
gleiche Weise wie RNF8 Histone ubiquitiniert und dadurch vermutlich die Focibildung verstärkt
(Doil et al., 2009).
Huyen et al. (2004) konnten zeigen, dass 53BP1 über seine zwei Tandem-Tudor-Domänen an
Serin 79 methylierte Histone H3 (H3K79me) bindet. Fehlt diese Domäne oder die Methylierung
dieser Histone, so bindet 53BP1 nicht. Allerdings konnte keine strahlungsbedingte Erhöhung
der H3K79-Methylierung festgestellt werden. Außerdem wurde gezeigt, dass Histon 3 (H3) in
5
1 Einführung
unbestrahlten und bestrahlen Zellen gleichermaßen gut an 53BP1 bindet. Aus diesen Gründen
wird angenommen, dass die Methylierungsstelle in der höheren Chromatinstruktur verdeckt
ist. Durch eine strahlungsinduzierte Dekondensation des Chromatins um den DSB, wie bereits
von Bakkenist und Kastan (2003) vorgeschlagen, könnte die Methylierungsstelle nach außen
präsentiert werden, sodass 53BP1 binden kann. Später wurde von Botuyan et al. (2006) be-
schrieben, dass 53BP1 auch an die Methylierungsstelle K20 am Histon 4 (H4) bindet. Die beiden
Methylierungsstellen erfüllen vermutlich eine redundante und zelllinienabhängige Funktion
(zusammengefasst von FitzGerald et al., 2009). Nach momentaner mechanistischer Vorstellung
führt die schadensinduzierte Proteinrekrutierung mit den unzähligen Phosphorylierungen und
Ubiquitinierungen zu einer mehr relaxierten Form des Chromatins um den DSB. Dadurch werden
die Methylierungsstellen besser zugänglich und 53BP1 kann dort binden (zusammengefasst von
Stewart, 2009). Diese Abläufe sind in Abbildung 1.4 schematisch dargestellt. Sowohl MDC1 als
auch 53BP1 besitzen keinerlei enzymatische Aktivität, sondern bilden vielmehr eine Ladeplatt-
form für andere Proteine (zusammengefasst von FitzGerald et al., 2009).
DNA Histon DSB
Abbildung 1.4: Modell der Signalkaskade und Proteinrekrutierung am DSB. Der detaillierte Ablauf und die Pro-
teinfunktionen sind im Text beschrieben. P: Phosphorylierung, Ub: Ubiquitinierung, M: Methylierung (Abbildung
modiﬁziert übernommen von Stewart, 2009).
Neben ATM ist auch ATR, eine zweite Kinase aus der PIKK-Familie, an der DNA-Reparatur
beteiligt. Während ATM durch DSB aktiviert wird, wird ATR durch viele verschiedene Arten
von DNA-Schäden aktiviert. All diese Aktivierungen werden aber vermutlich durch eine Struktur,
nämlich einzelsträngige DNA (ssDNA), bedingt (Zou und Elledge, 2003). (Zusammengefasst von
Cimprich und Cortez, 2008; Lovejoy und Cortez, 2009). Die dadurch ausgelöste Signalkaskade
ist in Abbildung 1.5 dargestellt. ssDNA kommt in Zellen nicht in reiner Form vor, sondern wird
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vom Replikationsprotein A (RPA) gebunden (Wold und Kelly, 1988). (Zusammengefasst von
Wold, 1997). (1) Das ATR-interacting protein (ATRIP) erkennt die mit RPA besetzte ssDNA.
ATR wird durch Interaktion mit ATRIP an diese Strukturen rekrutiert (Zou und Elledge, 2003;
Ball et al., 2005; Falck et al., 2005; Ball et al., 2007). (2) 9-1-1 (checkpoint clamp mit den Pro-
teinen RAD9-HUS1-RAD1) erkennt DNA-Enden mit anschließenden RPA-dekorierten ssDNA
Bereichen und wird an das 5' Ende rekrutiert. 9-1-1 bringt den ATR-Aktivator TOPBP1 (Topoi-
somerase (DNA) II binding protein 1 ) durch direkte Interaktion an den Schaden (Delacroix et al.,
2007). (3) ATR wird durch TOPBP1 aktiviert (Kumagai et al., 2006; Mordes et al., 2008). (4)
Daraufhin phosphoryliert ATR Substrate wie CHK1 (Checkpoint kinase 1 ). Dies führt zu ver-
schiedenen Zellantworten auf den DNA-Schaden, wie z.B. zur Aktivierung des G2 Kontrollpunkts.
Dadurch werden die geschädigten Zellen daran gehindert in die Mitose zu laufen und fehlerhaf-
te DNA-Information an Tochterzellen weiterzugeben. (Zusammengefasst von Nam und Cortez,
2011; Cimprich und Cortez, 2008). Vereinfacht wird ATR durch ssDNA mit RPA gebunden, und








Abbildung 1.5: Rekrutierung und Funktion von ATR am DSB. 1. ATR-ATRIP wird an mit RPA dekorierte ss-
DNA rekrutiert. 2. 9-1-1 und TOPBP1 werden rekrutiert. 3. ATR wird aktiviert. 4. ATR phosphoryliert Substrate
(Abbildung modiﬁziert übernommen von Nam und Cortez, 2011).
1.2 Physikalische Grundlagen der Schwerionenbestrahlung und de-
ren besondere Wirkung
Am 13. Dezember 1997 wurden am Helmholtzzentrum für Schwerionenforschung GmbH (GSI)
die ersten Tumorpatienten mit schweren Ionen bestrahlt. Dies war die erste Tumortherapie mit
Kohlenstoﬀionen in Europa und die erste intensitätsmodulierte Schwerionentherapie weltweit.
7
1 Einführung
Bis 2008 wurden an der GSI 440 Patienten mit großem Erfolg bestrahlt. Zunächst beschränkte
sich die Therapie auf Tumore im Kopf- und Halsbereich. Später wurden auch Tumore längs der
Wirbelsäule und Prostatatumore bestrahlt. Aufgrund der guten Ergebnisse ist in Heidelberg eine
weitere Bestrahlungsanlage errichtet worden. Weitere Anlagen beﬁnden sich in Marburg und Kiel
im Bau.
Im Vergleich zur konventionellen Strahlentherapie hat die Schwerionentherapie zwei wesentliche
Vorteile. Dies ist zum einen eine höhere und konformere Dosis im Tumor, wobei das Normalge-
webe weitgehend verschont bleibt, und zum anderen eine höhere biologische Wirksamkeit gerade
bei sonst sehr strahlenresistenten Tumoren. Diese Vorteile werden im Folgenden erläutert.
Physikalische Vorteile der Schwerionenbestrahlung
In der Strahlentherapie ist die Dosis D als absorbierte Energie E pro Masse m deﬁniert. Die









Photonen deponieren ihre Energie über den Photo- und Comptoneﬀekt sowie über die Paarbil-
dung. Bei Bestrahlung mit niederenergetischer Röntgenbestrahlung nimmt die Dosis exponentiell
mit der Eindringtiefe in Materie ab (siehe Abbildung 1.6). Bei hochenergetischer Photonenbe-
strahlung werden die erzeugten Comptonelektronen stark nach vorne gestreut. Dadurch wird
ein Teil der Energie von der Oberﬂäche in die Materie transportiert und die Dosis steigt in den
ersten Zentimetern an. Der exponentielle Abfall nach dem Dosismaximum wird mit steigender
Photonenenergie ﬂacher.
Protonen und Ionen deponieren ihre Energie im therapeutisch relevanten Energiebereich von
einigen hundert MeV/u, durch Wechselwirkung mit den Targetelektronen. Der Energietransfer
auf die Materie wird durch den LET (linearen Energietransfer) beschrieben (siehe Gleichung 1.2).





dx bezeichnet die zurückgelegte Strecke und dE den mittleren Energietransfer aufgrund von
Kollisionen (ICRU, 1970). Der LET kann durch die Bethe-Bloch Formel beschrieben werden















e bezeichnet die Elementarladung, me die Elektronenmasse, NA die Avogadro-Konstante und
c die Lichtgeschwindigkeit. Zt ist die Ordnungszahl, At die Massezahl und ρ die Dichte des
Targetmaterials. β ist gegeben durch β = vc mit v der Geschwindigkeit des Ions. I ist das
mittlere Anregungspotential (Details siehe z.B. Sternheimer et al., 1982; ICRU, 1984, 1993). Zeff
ist die eﬀektive Ladung des Ions. Sie ist abhängig von der Geschwindigkeit des Ions. Dieser
Zusammenhang wird durch die Barkas Formel beschrieben (Barkas, 1963):
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Der größte Vorteil von Ionenstrahlen verglichen mit 
der konventionell genutzten elektromagnetischen 
Strahlung (Röntgenstrahlen, Gamma-Strahlung, 
hochenergetische Photonen) ist das günstigere Tie-
fendosis-Profil (Abb. 3). Für die dünn ionisierenden 
Photonen fällt die Dosis nach einem anfänglichen 
Maximum, das für die Hochenergie-Photonen ei-
nige Zentimeter unter der Haut liegt, exponentiell 
ab. Deshalb ist bei einem tiefliegenden Tumor die 
Dosis vor dem Tumor größer als im Zielvolumen. 
Um dennoch eine hohe Tumordosis zu erreichen, 
ohne das Normalgewebe nachhaltig zu schädigen, 
benutzt man viele Eingangskanäle, um aus ver-
schiedenen Richtungen auf den Tumor zu „schie-
ßen“ (Kreuzfeuer-Technik). Damit wird die uner-
wünschte, integrale Dosis zwar nicht reduziert, 
aber über ein größeres Volumen verteilt. In der 
modernen intensitätsmodulierten Radiotherapie 
(Intensity Modulated Radio Therapy = IMRT) wird 
für jeden Kanal, bei 6 bis 10 Kanälen insgesamt, mit 
einem speziellen Kollimator die äußere Kontur des 
Strahls und seine Intensität so verändert, daß für 
das Zielvolumen nach dem Kreuzfeuer eine mög-

























Abb. 3: Tiefendosis-Verteilungen von Photonen 
und Teilchenstrahlen. Für Photonen fällt die Dosis 
mit der Tiefe ab. Teilchenstrahlen haben dagegen 
am Ende der Reichweite ein Dosismaximum, das 
über den Tumor gelenkt werden kann.
Abb. 4: Vergleich von Kohlenstoffbestrahlung (links) und Photonenbe-
strahlung (rechts). Bei den Photonen (Intensitätsmodulierte Bestrahlung 
IMRT) werden 9 Eingangskanäle benutzt, um die hohe Dosis gleichmässig 
zu verteilen. Für Kohlenstoff ist bei nur zwei Eingangskanälen die Belas-
tung des gesunden Gewebes sehr viel kleiner.
Abbildung 1.6: Tiefendosis-Proﬁl von Photo en und Ionen. Photonen applizi ren kurz nach dem Eindringen
ihre maximale Dosis. Mit zunehmender Eindringtiefe nimmt sie ab. Die Dosis von Kohlenstoﬃonen (12C) ist im
Eingangskanal gering. Am Ende der Reichw ite entsteht ei schmales Dosism ximum, der so genannte Bragg-Peak
(Abbildung modiﬁziert übernommen von Kraft, 2008).
Zeff = Z
[
1− exp (−125βZ− 23 )
]
(1.4)
Der LET, beschrieben durch Formel 1.3, wird durch die 1/v2 und Zeff Abhängigkeit do i iert.
Mit abnehmender Geschwindigkeit, also zunehmender Eindringtiefe, nimmt die Wechselwirkung
der Ionen mit dem Tagetmaterial zu und der LET steigt an. Bei kleinen Energien nehmen die
Ionen Elektronen vom Targetmaterial auf und Zeff fällt schnell ab. Dies führt zu einem ausge-
prägten LET Maximum bei niedrigen Ionenenergien. Monoenergetische Ionen verursachen somit
in tief liegenden Regionen eine sehr hohe und räumlich stark abgegrenzte Dosis, den so genannten
Bragg-Peak, während die Dosis im Eingangskanal und besonders nach dem Bragg-Peak deutlich
geringer ist (siehe Abbildung 1.6). Dieses so genannte invertierte Tiefendosis-Proﬁl ist, bei der
Behandlung von tief liegenden Tumoren, der wesentliche Vorteil der Ionenbestrahlung im Ver-
gleich zur konventionellen Photonenbestrahlung. Die Tiefenlage des Bragg-Peaks lässt sich durch
die Teilchenenergie variieren. Mit Hilfe von Magnetfeldern ist es möglich den feinen "Nadelstrahl"
in lateraler Richtung abzulenken. In Kombination mit der Energievariation, ermöglicht dies die
punktgenaue Positionierung des Bragg-Peaks, sowohl in der Tiefe als auch in lateraler Richtung.
Dadurch kann die Ausdehnung eines Tumors, in einem so genannten Rasterscan-Verfahren, drei-
dimensional abgefahren werden (Haberer et al., 1993). Die Dosisdeposition im Tumor lässt sic
so präzise kontrollieren, während umliegendes gesundes Gewebe und Risikoorgane bestmöglich
verschont werden können.
Auch Protonen besitzen ein invertiertes Tiefendosi -Proﬁl. Wie von Kraft (2000) zusammen-
gefasst unterscheiden sie sich trotzdem stark von Schwerionen für die Anwendung in der Tu-
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mortherapie. Im Gegensatz zu Protonen fragmentieren Schwerionen. Die Fragmentierung des
Kohlenstoﬀstrahls führt zu einem nicht erwünschten Dosisschwanz über den Bragg-Peak hinaus.
Jedoch führt die Fragmentierung bei der Bestrahlung mit Kohlenstoﬃonen dazu, dass Positro-
nen emittierende Kohlenstoﬃsotope entstehen mit ähnlicher Reichweite wie die primären Koh-
lenstoﬃonen. Mit Hilfe der Positronen-Emissions-Tomographie können diese Kohlenstoﬃsotope
und damit auch der primäre Kohlenstoﬀstrahl lokalisiert werden. Dies ermöglicht die Kontrolle
der geplanten Dosisdeposition. Zusätzlich zur Fragmentierung bestehen zwei weitere wesentliche
Unterschiede zwischen der Protonen- und Schwerionenbestrahlung. Protonen zeigen eine größe-
re laterale und longitudinale Streuung, was die exakte Dosisdeposition erschweren kann. Der
entscheidende Vorteil der Schwerionenbestrahlung ist die erhöhte biologische Wirksamkeit, die
diﬀerentiell auf den Hochdosisanteil, das Braggmaximum, bestimmt ist.
Biologische Vorteile der Schwerionenbestrahlung
Mit steigender applizierter Dosis nimmt das Zellüberleben im Allgemeinen ab (siehe Abbildung
1.7).
In der klinischen Erprobung an der GSI wurden 
zuerst langsam wachsende und deshalb besonders 
strahlenresistente Tumoren mit Kohlenstoffionen 
bestrahlt. Sie zeigt n wie erwartet eine schnelle 
Zurückbildung bei n edrigen physikalischen 
Dosen, entsprechend einer besonders gesteigerten 
biologischen Wirksamkeit.
Im Inaktivierungs-Experiment, bei dem mit Röntgenstrahlen die 
Inaktivierung als Funktion der Dosis D gemessen wird, zeigen 
strahlenresistente Zellen in der Regel eine schulterförmige 
Kurve des Zellüberlebens S:
   
Bei niedrigen Dosen ist die Strahlenempfindlichkeit klein, da die 
meisten Schäden repariert werden können. Bei hohen Dosen 
nimmt die Strahlenempfindlichkeit zu und die Dosiseffekt-
Kurve fällt steiler ab. Dieses nicht-lineare Verhalten in Form 
einer „Schulter“ der Kurve wird mathematisch mit einer linear/
quadratischen Funktion in der Dosis a⋅D+b⋅D2 beschrieben, 
wobei der Koeffizient a den linearen Anteil beschreibt, also 
die Anfangssteigung bei kleinen Dosen; der Koeffizient b den 
quadratischen Anteil, der bei den hohen Dosen überwiegt. Das 
Verhältnis a/b ist damit ein Maß für die Reparaturfähigkeit. 
Zellen oder Gewebe mit hohem Reparaturpotential haben eine 
große Schulter mit kleinem a/b Quotienten zwischen 1 Gy 
und 3 Gy. Zellen mit kleiner Reparaturkapazität haben einen 
hohen a/b Quotienten in der Nähe von 10 Gy.
Für die klinische Anwendung von Kohlenstoffionen 
sind strahlenresistente Tumoren mit kleinem a/b 
Verhältnis die besten Kandidaten. 
Das sind zum Beispiel Chordome, Chondrosar-
kome, Meningiome und von den häufigeren Tumo-




Abb.19: Zellüberleben als Funktion der Dosis von 
Röntgenstrahlen und Kohlenstoffionen. Für kleinere 
Strahlenenergien, also am Ende der Reichweite wer-
den die Kurven steiler, und die Effektivität nimmt 
zu. 
Abbildung 1.7: Zellüberleben bei Photonen- und Ionenbestrahlung in Abhängigkeit der physikalischen Dosis.
Es wurden CHO-K1 (Chinesische Hams er Ovarien) Zellen mit 250 kV Röntg nstrahlung oder Kohlenstoﬃonen
verschiedener Energien bestrahlt. Mit zunehmender Dosis nimmt das Zellüberleben ab. Dieser Abfall ist bei
Ionenstrahlung stärker (Abbildung modiﬁziert übernommen von Kraft, 2008).
Bei Ionenbestrahlung ist dieser Eﬀekt stärker ausgeprägt als bei der Photonenbestrahlung. Ein
gleich stark reduziertes Zellüberleben wird bei Ionenbestrahlung bereits mit einer geringeren
Dosis erzielt (Weyrather und Kraft, 2004). Folglich zeigt die Ionenbestrahlung eine erhöhte bio-
logische Wirksamkeit im Vergleich zur Photonenbestrahlung. Um dies quantitativ beschreiben
zu können, wurde die Relative Biologische Wirksamkeit (RBW ) eingeführt. Sie beschreibt das







Als Referenz zur Ionenbestrahlung DI dient in den meisten Fällen Photonenbestrahlung Dγ von
200 kV oder 250 kV. Der RBW nimmt für verschiedene Isoeﬀekthöhen (z. B. 50%, 10%, 1%)
unterschiedliche Werte an und ist somit nicht konstant. Zum Vergleich wird meist der RBW
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mit einem Isoeﬀekt von 10% Zellüberleben angegeben. Mit abnehmender Ionenenergie fallen die
Kurven in Abbildung 1.7 tendenziell stärker ab. Dies bedingt eine zunehmende biologische Wirk-
samkeit. Die Ionenenergie nimmt mit der Eindringtiefe ab. Abbildung 1.8 zeigt die physikalische
Dosis, das Zellüberleben und die RBW in Abhängigkeit von der Eindringtiefe. Im Bragg-Peak
hat die RBW ihr Maximum. Folglich nimmt das Zellüberleben im Bragg-Peak stärker ab als
bei einer gleichen Dosis mit Protonen- oder Photonenbestrahlung. Erst am distalen Ende des
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Abbildung 1.8: Dosis, Zellüberleben und RBW in Abhängigkeit von der Eindringtiefe in ein Wasserphantom,
bei Bestrahlung mit Kohlenstoﬃonen mit einer Energie von 270 MeV/u. (a): Physikalische Dosis; (b): Relatives
Zellüberleben von CHO (Chinesische Hamster Ovarien) Zellen; (c): Berechnete RBW (Abbildung modiﬁziert
übernommen von Kraft, 1999).
Aufgrund der unterschiedlichen biologischen Wirksamkeit kann die Strahlenwirkung auf biolo-
gische Proben nicht allein durch die physikalische Dosis D beschrieben werden. Deshalb wurde
der Begriﬀ der biologisch eﬀektiven Dosis (BED) eingeführt. Sie berücksichtigt Unterschiede in
der Strahlenwirkung und ist deﬁniert als das Produkt aus der physikalischen Dosis D und der
RBW :
BED = RBW ·D (1.6)
Durch die Multiplikation der beiden Tiefenproﬁle von D und RBW (Abbildungen 1.8a und 1.8c)
entsteht für die BED eine Kurve mit einem sehr ausgeprägten Maximum am Strahlende. Das
invertierte Dosisproﬁl wird folglich durch die erhöhte biologische Wirksamkeit im Bragg-Peak
zusätzlich verstärkt.
Im Folgenden werden die Ursachen für die erhöhte biologische Wirksamkeit auf mikroskopischer
Ebene näher erläutert.
Wirkung der Schwerionen auf mikroskopischer Ebene
Ein einzelnes Röntgen- oder γ-Photon deponiert über den Photo-, den Comptoneﬀekt oder die
Paarbildung aufgrund der geringen Wechselwirkungswahrscheinlichkeit nur eine relativ geringe
Energie in einem Zellkern. Eine Dosis von 1 Gy oder mehr kann deshalb nur mit sehr vielen
Photonen erreicht werden. Man spricht deshalb auch von locker ionisierender Strahlung. Eine
homogene Dosisverteilung, auch auf mikroskopischer Ebene, ist die Folge. Diese Dosisverteilung
bei Röntgenbestrahlung ist in Abbildung 1.9a für eine Fläche von 10 µm x 10 µm gezeigt, die in






















































Abbildung 1.9: Dosisverteilung nach Photonen- (a) und Kohlenstoﬃonen-(b)(c) Bestrahlung auf einer Fläche
von 10µm x 10µm. Dies entspricht in etwa der Größe eines Zellkerns. Die Kohlenstoﬃonen besaßen eine Energie
von 200 MeV/u bzw. 15 MeV/u. In allen Fällen wurde eine durchschnittliche Dosis von 2 Gy deponiert. Nach
Photonenbestrahlung ist die Dosis völlig homogen verteilt. Nach Kohlenstoﬃonen-Bestrahlung werden die lokalen
Dosismaxima mit fallender Ionenenergie höher und schärfer (Abbildung modiﬁziert übernommen von Scholz,
2003).
Protonen und Ionen deponieren ihre Energie durch Wechselwirkung mit den Targetelektronen.
Der größte Teil der transferierten Energie wird auf die Elektronen als kinetische Energie über-
tragen, die in weiteren Elektronenstößen Energie abgeben. Dies führt zu einer radialen Dosisver-
teilung wie in Abbildung 1.10 gezeigt.
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Abbildung 1.10: Radiales Dosisproﬁl von O-Ionen mit einer Energie von 2,57 MeV/u in Wasserdampf (Abbildung
modiﬁziert übernommen von Krämer und Kraft, 1994).
Die Dosis nimmt über viele Größenordnungen mit 1/r2 ab. Abweichungen existieren für sehr
geringe Ionenenergien, kleine Abstände (r < 10 nm) und große Abstände (Krämer und Durante,
2010). Die Dosisdeposition für große Abstände ist limitiert durch die maximale Reichweite der
Elektronen. Sie ist gegeben durch (Kiefer und Straaten, 1986; Scholz, 2003):
rmax = 0, 05E1,7 (1.7)
rmax bezeichnet die maximale Reichweite in µm und E die speziﬁsche Energie des Ions in MeV/u.
Mit abnehmender Ionenenergie wird die Spurbreite folglich kleiner und die Dosis wird zunehmend
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konzentrierter. Insbesondere langsame Ionen verursachen somit sehr lokal, sehr hohe Dosen ent-
lang der Trajektorie, wobei andere Bereiche des Zellkerns praktisch unversehrt bleiben (siehe
Abbildungen 1.9b und 1.9c). Aufgrund dieser sehr lokalen Dosisdeposition bezeichnet man Io-
nenstrahlung als dicht ionisierend. Die mittlere Bestrahlungsdosis lässt sich nach folgender Formel
bestimmen:

















Hierbei bezeichnet F die Ionenﬂuenz. Da in den folgenden Experimenten dünne Zellschichten
bestrahlt wurden, konnte ein konstanter LET angenommen werden. Im Allgemeinen ist dies
aber nicht möglich, da sich der LET mit der Eindringtiefe ändert.
Zusammengefasst lässt sich hieraus ableiten, dass durch Bestrahlung mit Ionen sehr lokal, extrem
hohe Dosen innerhalb von Zellkernen deponiert werden können. Daraus resultiert ein sehr kom-
plexes und dichtes DNA Schadensmuster entlang der Ionen-Trajektorie, das nur sehr schwer re-
pariert werden kann. Dies bedingt vermutlich die hohe biologische Wirksamkeit von Schwerionen
(Heilmann et al., 1996). Außerdem bringt die inhomogene Dosisverteilung und damit verbunde-
ne lokalisierte Schadenserzeugung für die Untersuchung der DNA-Reparaturprozesse wesentliche
Vorteile mit sich. Es können schwerwiegende Schäden wie Doppelstrangbrüche subnuklear erzeugt
werden, um so die Akkumulation verschiedener Proteine an diese Schadensstellen untersuchen
zu können (Taucher-Scholz und Jakob, 2007; Tobias et al., 2010).
1.3 FRAP, eine Methode zur Analyse des dynamischen Verhaltens
von ﬂuoreszenzmarkierten Proteinen
Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) ist eine auf der Fluoreszenzmikroskopie ba-
sierende Messtechnik zur Untersuchung von Molekülbewegungen. Sie wurde bereits in den 70er
Jahren angewandt, um die Beweglichkeit von Membranmolekülen zu messen. Die ersten Publika-
tionen hierzu stammen vermutlich von Poo und Cone (1973, 1974) und von Edidin et al. (1976).
Schon zuvor wurde GFP (green ﬂuorescent protein) durch Shimomura et al. (1962) entdeckt.
Aber erst Jahrzehnte später wurde von Prasher et al. (1992) das Gen von GFP kloniert und
Chalﬁe et al. (1994) und Inouye und Tsuji (1994) konnten zeigen, dass die Expression des Gens
in anderen Organismen eine grüne Fluoreszenz bewirkt. Mit der näheren Charakterisierung und
Weiterentwicklung des GFPs durch R. Y. Tsien in den darauf folgenden Jahren, erlebte die
gesamte Fluoreszenzmikroskopie einen regelrechten Boom. (Zusammengefasst von Tsien, 1998).
Auch für die FRAP Technik ergaben sich sehr viele neue Anwendungsgebiete. Die experimentel-
len Möglichkeiten und damit auch die Anzahl der Publikationen auf diesem Gebiet nahm stark
zu.
Das Prinzip der FRAP Messungen ist das folgende: In einer lebenden Zelle wird ein Protein
exprimiert, das mit einem ﬂuoreszierenden Farbstoﬀ, meist GFP, konjugiert ist. In einem kleinen
Bereich der Zelle werden, durch einen sehr hellen und fokussierten Laserstrahl, die ﬂuoreszieren-
den Markierungen der sich dort beﬁndenden Proteine irreversibel gebleicht. Damit werden die
Proteine in diesem Bereich für die Fluoreszenzmikroskopie unsichtbar gemacht, behalten aber
ihre biologischen Eigenschaften und Funktionen bei. Durch das Messen der Fluoreszenzintensität
im gebleichten Bereich kann nun bestimmt werden, wie schnell das gebleichte Protein aus dem
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Bereich hinaus wandert und ungebleichtes Protein in den Bereich eindringt. Somit spiegelt die
Wiederzunahme der Fluoreszenz im gebleichten Bereich direkt die Proteinmobilität und mögli-














vor Bleichen 0 s
Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des FRAP-Messprinzips. Ein GFP markiertes Protein, das im Zell-
kern lokalisiert ist, wird in einem kleinen Bereich (Bleichpunkt) irreversibel gebleicht. Die mittlere Fluoreszenzin-
tensität in diesem gebleichten Bereich wird über die Zeit gemessen und mit dem Signal vor dem Bleichen verglichen.
Die Geschwindigkeit, mit der die gebleichten Proteine den Bleichpunkt verlassen, und ungebleichtes Protein aus
der Umgebung den Bleichpunkt füllt, spiegelt direkt die Dynamik des markierten Proteins wider.
Über die Jahre wurden zahlreiche FRAP-Variationen entwickelt, bei denen im Wesentlichen die
Bleichgeometrie geändert wurde, z.B. wurde ein Streifen oder der halbe Zellkern gebleicht. Aber
auch zahlreiche, oft sehr umfangreiche mathematische Modelle wurden entwickelt, um die Mobi-
lität und Bindung der Proteine aus den FRAP-Messergebnissen zu quantiﬁzieren. Carrero et al.
(2003) geben hierzu einen Überblick über die Annahmen, Vorteile und Einschränkungen ver-
schiedener mathematischer Modelle.
1.4 Förster-Resonanzenergietransfer (FRET), eine Methode zur
Analyse von Proteininteraktionen
1.4.1 Grundlegende Prinzipien des Förster-Resonanzenergietransfers
Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist ein Prozess, bei welchem, unter bestimmten Vor-
aussetzungen, Energie durch Dipol-Dipol-Wechselwirkung strahlungsfrei von einem angeregten
Donor auf einen Akzeptor übertragen wird. Hierbei spielen (1) die spektralen Eigenschaften von
Donor und Akzeptor, (2) deren räumliche Orientierung zueinander und (3) deren Abstand ent-
scheidende Rollen. Auch wenn grundlegende Erkenntnisse zum strahlungsfreien Energietransfer
zweier Moleküle schon viel früher durch Experimente gewonnen und beschrieben wurden, lieferte
schließlich Förster (1948) die Theorie zur quantitativen Beschreibung des Prozesses.
Wie in Abbildung 1.12a zu sehen, wird durch Absorption von Photonen ein Elektron des Chro-
mophors in einen höheren Energiezustand (hier: S1 oder S2) angehoben. Jedoch nicht die ganze
absorbierte Energie wird wieder radiativ durch Abstrahlung von Photonen abgegeben. Auch
über viele strahlungslose, nicht radiative Prozesse, kann die Energie abgegeben werden. Hierzu
gehören die Vibrationsrelaxation (VR), die Interkombination (ISC), die interne Konversion (IC)
und andere nicht strahlende Prozesse (A). Zur Beschreibung des Verhältnisses von radiativer zu
nicht radiativer Energieabgabe, wurde die Quanteneﬃzienz (Q) eingeführt. Zu den radiativen
Prozessen gehören die Fluoreszenz und die Phosphoreszenz. Trippletzustände haben lange Le-
14



















































Abbildung 1.12: Jablonski Diagramme mit möglichen Übergängen. (a): für ein Chromophor (Abbildung modi-
ﬁziert übernommen von Johnson und Davidson, 2011)) (b): für zwei Chromophore mit Energietransfer (FRET)
(Abbildung modiﬁziert übernommen von Herman et al., 2011).
benszeiten und werden deshalb durch andere Prozesse gequencht (Cantor und Schimmel, 1980).
Außerdem sind Übergänge vom Singulett- ins Trippletsystem quantenmechanisch verboten und
deshalb selten. Aus diesen Gründen kann die Phosphoreszenz vernachlässigt werden. Alle wei-
teren, hier aufgeführten radiativen Prozesse beschränken sich deshalb auf die Fluoreszenz (F).
Damit lässt sich die Quanteneﬃzienz mit den Ratenkonstanten k für die einzelnen Prozesse (unter
Vernachlässigung von stimulierter Emission) wie folgt beschreiben:
Q =
kF
kF + kV R + kICS + kIC + kA
(1.9)
Unter bestimmten Voraussetzungen, die später genauer beschrieben werden, kann das angeregte
Chromophor seine Energie auch auf ein zweites Chromophor übertragen. Dies ist in Abbildung
1.12b gezeigt. Die Eﬃzienz E dieses Förster-Resonanzenergietransfers ist deﬁniert durch folgen-
des Verhältnis:
E =
Anzahl der vom Donor zum Akzeptor transferierten Quanten
Anzahl der vom Donor absorbierten Quanten
(1.10)
Dies lässt sich analog zu Gleichung 1.9 ebenfalls mit Ratenkonstanten ausdrücken, wobei sich bis
auf kFRET alle anderen Ratenkonstanten k allein auf den Donor D beziehen.
E =
kFRET
kFRET + kF,D + kV R,D + kICS,D + kIC,D + kA,D
(1.11)









κ beschreibt die gegenseitige Dipolausrichtung, also die relative räumliche Orientierung, des
Donors und des Akzeptors durch folgende Gleichung:
κ = (cosα− 3cosβcosγ)2 (1.13)
Die Lage der in Gleichung 1.13 verwendeten Winkel ist in Abbildung 1.13 gezeigt.
Abbildung 1.13: Schematische Darstellung der Winkel α, β und γ zur Berechnung des Orientierungsfaktors
κ nach Formel 1.13. D und A sind die Donoremissions- und Akzeptorabsorptions-Dipolmomente. R ist der Ab-
stand zwischen beiden Chromophoren. Die Winkel α, β und γ beschreiben die räumliche Ausrichtung zueinander
(Abbildung modiﬁziert übernommen von Szöllosi et al., 2006).
kF,D in Gleichung 1.12 bezeichnet die normale Ratenkonstante der Donorﬂuoreszenz in Abwe-
senheit strahlungsfreier Prozesse. n steht für den Brechungsindex des Mediums zwischen Donor
und Akzeptor, N für die Anzahl der Moleküle pro Millimol ( 11000 der Avogadrokonstante) und R
für den Abstand des Donors und Akzeptors (siehe Abbildung 1.13). Das Integral beschreibt das
Überlappintegral des auf die Fläche 1 normierten Fluoreszenzspektrums des Donors fD(λ) und
des molaren Extinktionskoeﬃzienten des Akzeptors eA(λ). Diese Integrale sind in Abbildung
1.14 schematisch für die Chromophorpaare CFP/YFP (cyan-/yellow ﬂuorescent protein) und
GFP/mCherry (mCherry ist ein rot ﬂuoreszierendes Proteine) eingezeichnet.
(a) (b)
Abbildung 1.14: Spektraler Überlapp des Donoremissions- mit dem Akzeptorabsorptionsspektrum. Das Über-
lappintegral ist zyanfarbig gekennzeichnet. Für einen quantitativen Vergleich von (a) und (b) müssen ﬂächennor-
mierte Spektren verwendet werden. (a): Überlapp für die Verwendung von CFP- und YFP-Fluoreszenzproteinen
(Quelle der Spekten: Invitrogen, 2011a,b) (b): Überlapp für die Verwendung von GFP- und mCherry- Fluores-
zenzproteinen (Quelle der Spekten: Tsien-Laboratory, 2011)
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Somit ergibt sich aus Gleichung 1.11 mit Gleichung 1.12 und der Quanteneﬃzienz des Donors














R0 bezeichnet den Abstand, bei welchem die Transfereﬃzienz von Donor auf Akzeptor 50% be-
trägt. Wie in Gleichung 1.14 zu sehen, hängt E mit der sechsten Potenz vom Abstand R ab.
Somit fällt E bei Werten für R > R0 sehr schnell ab und beträgt z.B. bei einem Abstand von
R = 1, 63R0 nur noch 5% des Ausgangswertes.
Wie Gleichung 1.15 zeigt, hängt E außerdem von (1) der Orientierung der beiden Chromophore
(beschrieben durch κ), (2) der Quanteneﬃzienz des Donors in Abwesenheit des Akzeptors (be-
schrieben durch QD) und (3) dem Überlapp des Donor-Emissionsspektrums mit dem Akzeptor-
Absorptionsspektrum (beschrieben durch das Integral) ab. Der Orientierungsfaktor κ (durch
Formel 1.13 deﬁniert) kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. 0 entspricht einer Orientierung,
bei der die Dipolmomente des Donors und Akzeptors senkrecht zueinander stehen. Bei einem
Wert von 1 sind die Dipole parallel nebeneinander und bei einem Wert von 4 parallel über-
einander (kollinear) ausgerichtet. Wenn die Donor- und Akzeptordipole alle Orientierungen im
Substrat (isotrope Bedingung) in einer kurzen Zeit verglichen zur Transferzeit (dynamische Mit-
telung Bedingung) einnehmen, so beträgt der Mittelwert für κ = 2/3 (Dale et al., 1979; Förster,
1965a). Unter welchen experimentellen Bedingungen dies der Fall ist, und wie stark die Werte in
der Realität abweichen, wurde in der Literatur viel diskutiert. In Lösungen triﬀt diese Näherung
oft gut zu. Für Fluoreszenzproteine lässt sich dies im Allgemeinen jedoch nicht behaupten. Dies
liegt daran, dass die Chromophore ziemlich fest im ﬂuoreszierenden Protein eingebunden sind
und deren Ausrichtung, durch speziﬁsche Interaktionen, nicht beliebig ist (zusammengefasst von
Clegg, 2009).
Sun et al. (2011) zeigten tabellarisch den Försterradius R0 für die Kombination verschiedener, in
der biologischen Anwendung gebräuchlicher, Fluoreszenzproteinpaarungen. Bei diesen Rechnun-
gen nahmen sie für alle Paare einen Brechungsindex von n = 1, 4 und einen Orientierungsfaktor
von κ = 2/3 an. Die resultierenden Werte für den Försterradius R0 liegen alle im Bereich von
4,5 nm bis 6,4 nm. Somit ist FRET nur dann zu messen, wenn der Abstand der beiden Chro-
mophore im Bereich von wenigen Nanometern liegt, da die Eﬃzienz E des FRET-Prozesses, bei
steigendem Abstand, mit der sechsten Potenz sehr schnell abfällt. Aus diesem Grund wird das
Detektieren von FRET verwendet, um sehr kleine Abstände zwischen Molekülen, und somit die
Proteininteraktion zu messen. Genau genommen wird aber nicht die Interaktion an sich gemes-




1.4.2 Methoden zur Detektion des Förster-Resonanzenergietransfers
Es gibt verschiedene Methoden FRET zu detektieren. Sie lassen sich wie folgt gruppieren:
• Messung der sensibilisierten Emission über das 2-Farbenverhältnis: Wenn FRET auftritt,
verringert sich die Fluoreszenzintensität des Donors und die des Akzeptors steigt an.
• Photobleichen des Akzeptors: Durch das Photobleichen des Akzeptors wird dessen Ak-
zeptoreigenschaft zerstört und somit der FRET-Prozess unterbunden. Dadurch wird die
Fluoreszenzintensität des Donors erhöht.
• Messung der Fluoreszenzlebenszeit des Donors: Durch den zusätzlichen Zerfallsweg über
FRET verkürzt sich die Fluoreszenzlebenszeit des Donors.
• Spektrale Messmethode: Ähnlich zur 2-Farbenverhältnis-Messung wird auch hier die
verringerte Fluoreszenzintensität des Donors und die erhöhte des Akzeptors bestimmt,
allerdings nicht für zwei, durch die Fluoreszenzﬁlter festgelegte Wellenlängenbereiche, son-
dern mit genauer spektraler Auﬂösung.
• Bei linear polarisierter Anregung des Donors wird diePolarisationsanisotropie der Emis-
sion bestimmt.
Die wohl bekannteste Methode FRET zu detektieren ist die 2-Farbenverhältnis-Methode. Da
der Donor einen Teil seiner Anregungsenergie auf den Akzeptor überträgt, gibt der Donor we-
niger Photonen über Fluoreszenz frei, der Akzeptor jedoch mehr. Somit ist es fast intuitiv, das
Fluoreszenzsignal des Donors und des Akzeptors zu messen und diese zu vergleichen. Hieraus
ergeben sich jedoch gravierende Probleme. Wie zuvor beschrieben, muss das Emissionsspektrum
des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors überlappen. Je größer diese Überlap-
pung, umso stärker ist die FRET-Eﬃzienz E. Allerdings ergibt sich daraus fast zwingend, dass
das Emissionsspektrum des Donors auch etwas mit dem Emissionsspektrum des Akzeptors über-
lagert ist. Somit ist es quasi unmöglich die reine Fluoreszenz des Akzeptors zu messen. Das
Fluoreszenzlicht des Donors wird immer einen Beitrag zum gemessenen Signal des Akzeptors
liefern. Dies wird als emission crosstalk (Emissions-Einstreuung) bezeichnet. Des Weiteren ist es
praktisch unmöglich nur den Donor zur Fluoreszenz anzuregen, da das Anregungsspektrum eines
Fluoreszenzproteins, also auch des Akzeptors, zu niedrigen Wellenlängen meist nur ﬂach abfällt.
Dies ist natürlich abhängig von den spektralen Eigenschaften der Fluoreszenzproteine und der
gewählten Filter bzw. Laser. In der Praxis jedoch ist es meist nicht vermeidbar neben dem Donor,
auch den Akzeptor etwas anzuregen. Dies wird als excitation crosstalk (Anregungs-Einstreuung)
bezeichnet. Zusätzlich kommt erschwerend hinzu, dass alle gemessenen Fluoreszenzsignale, und
damit auch beide soeben beschriebene Eﬀekte, stark von der Konzentration der Fluoreszenzpro-
teine abhängig sind. Da diese, insbesondere in biologischen Proben (bei transient transﬁzierten
Zellen), sehr stark schwanken können, sind aufwendige Kontrollmessungen und Normierungen
nötig, was diese Methode fehleranfällig macht.
Beim Photobleichen des Akzeptors werden durch sehr helle Lichteinstrahlung im geeigneten Wel-
lenlängenbereich nur die ﬂuoreszierenden Eigenschaften des Akzeptors zerstört. Dadurch kann
der FRET-Prozess vom Donor auf den Akzeptor nicht mehr stattﬁnden, weshalb der Donor nach
dem Bleichen stärker ﬂuoresziert. Nachteil dieser Methode ist, dass das Experiment nur einmal
durchgeführt werden kann. Ist der Akzeptor einmal zerstört, so lassen sich dessen ﬂuoreszierende
Eigenschaften nicht wieder herstellen. Somit ist das Akzeptorbleichen für mehrere Messungen an
lebenden Zellen über z.B. einen längeren Zeitraum völlig ungeeignet.
Bei der Fluoreszenzlebenszeitmessung wird die Lebenszeit der Donorﬂuoreszenz, typischerweise
einige ns, gemessen. Findet FRET statt, so ist diese verkürzt. Diese Methode ist sehr fehlerrobust
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und wird deshalb oft verwendet. Allerdings erfordert das Messprinzip sehr komplexe und damit
sehr teure Messapparaturen. Abhängig vom exakten Verfahren ist diese Methode teilweise relativ
langsam, was sie für sehr schnelle Lebendzellmessungen ungeeignet machen kann.
Bei der Spektralen Bildgebung werden nicht nur, wie bei der 2-Farbenverhältnis-Methode,
zwei Wellenlängenbereiche für den Donor und Akzeptor gemessen, sondern die Intensitäten für
das gesamte Spektrum werden bestimmt. Dadurch ist es möglich Fehlerquellen wie Emissions-
Einstreuung durch nachträgliche Datenprozessierung zu eliminieren. Da die Anzahl der Mikro-
skope, die mit einem solchen System ausgestattet sind, ansteigt, wird diese Methode in Zukunft
sicher an Bedeutung gewinnen. Abgesehen von den nötigen Prozessierungsschritten, bringt diese
Methode wenige Nachteile mit sich. Jedoch ist sie durch die spektrale Aufnahme auch vergleichs-
weise langsam.
Eine weitere Möglichkeit FRET zu detektieren, ist die Messung der Polarisationsanisotropie der
Emission bei linear polarisierter Anregung. Wie in Abbildung 1.15a schematisch verdeutlicht
wird hierbei nur ein Teil der beliebig orientierten Fluoreszenzmoleküle angeregt, nämlich dieje-
nigen, welche die richtige Ausrichtung besitzen. Die Polarisationsanisotropie der Emission wird
gemessen. Wie in Abbildung 1.15b gezeigt, wird diese durch zwei Prozesse bestimmt: (1) Das
Fluoreszenzprotein rotiert während seiner Fluoreszenzlebenszeit, oder (2) Förster Resonanzener-
gietransfer von dem angeregten Donor auf ein räumlich anders orientiertes Akzeptormolekül
ﬁndet statt. Da Fluoreszenzmoleküle aufgrund ihrer Größe während ihrer Fluoreszenzlebenszeit
kaum rotieren, kann Punkt (1) vernachlässigt werden. Somit lässt eine Depolarisation der Emis-
sion, die einer Reduktion der Polarisationsanisotropie entspricht, auf FRET schließen. Werden
zur Bestimmung der Polarisationsanisotropie die vertikale und die horizontale Polarisationskom-
ponente gleichzeitig bestimmt, ist diese Methode sehr schnell und praktisch nur durch die Fluo-
reszenzintensität und die Sensitivität des Messsystems beschränkt. Außerdem lässt sich nahezu
jedes System relativ preisgünstig für derartige Messungen modiﬁzieren. Der größte Vorteil ist
aber, dass diese Methode die Fehlinterpretation von fälschlich positiv bewerteten Ergebnissen
verhindert, da ungewünschte Eﬀekte wie Emissions-Einstreuung und Anregungs-Einstreuung die
Polarisationsanisotropie erhöhen, aber nur eine Verringerung auf den FRET-Prozess hindeu-
tet. Somit ist diese Methode gut geeignet um Bedingungen zu bestimmen, bei denen FRET
stattﬁndet. Tritt aber keine Reduktion der Polarisationsanisotropie auf, so lässt sich keinesfalls
ausschließen, dass FRET stattgefunden hat. Sind Donor und Akzeptor nämlich genau parallel

















Abbildung 1.15: Prinzip der FRET Messung über Polarisationsanisotropie. (a): Mit linear polarisiertem Licht
werden nur die Fluoreszenzmoleküle selektiv angeregt, die parallel zur Polarisation des Lichtes ausgerichtet sind.
(b): Das angeregte Fluoreszenzmolekül kann die absorbierte Energie selbst als Fluoreszenz abgeben. Eine Rotation
währenddessen würde die Polarisationsanisotropie des Emissionslichts reduzieren (oben dargestellt). Aber auch
durch FRET auf ein anderes Fluoreszenzprotein, das nicht exakt parallel zum ersten ausgerichtet ist, verringert
sich die Polarisationsanisotropie (unten dargestellt) (Abbildungen modiﬁziert übernommen von Kremers et al.
(2011)).
1.4.3 Fluoreszenzpolarisationsanisotropie
Der Begriﬀ der Polarisationsanisotropie wurde, wie Jablonski (1960) schrieb, bereits 1958 von






Iver bezeichnet die vertikale Komponente und Ihor die horizontale Komponente der Fluores-
zenzemission. In isotropen Lösungen, ohne jede Vorzugsrichtung der Chromophore, sind diese
in drei Dimensionen symmetrisch um die vertikale Achse der Anregung verteilt. Somit ist, bei
Mittelung über sämtliche Moleküle, die dritte, nicht sichtbare Komponente, die in Richtung der
Lichteinstrahlung liegt, gleich zu der horizontalen. Aus diesem Grund bezeichnet der Nenner aus
Gleichung 1.16 die Gesamtintensität (Axelrod, 1989).
Mittelt man die räumliche Verteilung der angeregten Zustände, nach linear polarisierter Anre-
gung, über den gesamten Raum, so kann die Polarisationsanisotropie beschrieben werden durch
(Förster, 1965b):
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Hierbei ist α der Winkel zwischen dem Absorptions- und dem Emissionsdipolmoment. Sind diese
gleich ausgerichtet beträgt α=0◦ und es ergibt sich ein maximaler Wert für r von 0,4. Liegen sie
senkrecht zueinander, so ergibt sich der minimal mögliche Wert für r von -0,2 (Förster, 1965b).
Bei Mehrphotonenanregung ist die Verteilung der angeregten Zustände schmäler, weshalb die
Anisotropie auch Werte größer als r=0,4 annehmen kann (Lakowicz et al., 1992; Gryczynski et al.,
1995).
Alle bis hier beschriebenen Gesetzmäßigkeiten sind gültig für Chromophore, die sich während ih-
rer Fluoreszenzlebenszeit nicht bewegen. Rotieren sie, so verringert sich die Polarisationsanisotro-
pie mit der Rotationsgeschwindigkeit. Dies kann man sich in zeitlich hochaufgelösten Messungen
zu Nutzen machen (Levitt et al., 2009). Des Weiteren kann sich die gemessene Polarisationsan-
isotropie auch mit der numerischen Apertur der verwendeten Objektive ändern. Axelrod (1979,
1989) stellte in den Abbildungen 1 und 2 seiner Publikation die Ergebnisse aus theoretischen
Rechnungen dar, die zeigen, wie die Polarisationsanisotropie vom Winkel α, der numerischen
Apertur des Objektivs und der Rotationsrate des Chromophors abhängt. Im Allgemeinen nimmt
r mit zunehmendem Winkel α, steigender Rotationsdiﬀusionsrate des Chromophors und steigen-
der numerischer Apertur ab.
1.4.4 homo-FRET
Wie Förster (1965a) und Weber (1954) schon berichteten, ﬁndet FRET nicht nur zwischen Chro-
mophoren unterschiedlicher Art, sondern auch zwischen gleichartigen statt. Dieser Vorgang wird
in der Literatur meist als homoFRET bezeichnet. Dies hat den Vorteil, dass sich die oft sehr
schwierige und aufwendige Protein-Markierung mit ﬂuoreszierenden Farbstoﬀen stark verein-
facht, da nur eine Art der Markierung nötig ist. Des Weiteren ermöglicht diese Methode z.B. die
Anzahl an Fluorophoren in kleinen Anhäufungen zu bestimmen (Bader et al., 2011; Chan et al.,
2011). Das verwendete Fluorophor sollte eine geringe Stokes-Verschiebung aufweisen, so dass der
Überlapp des Anregungs- mit dem Emissionsspektrum möglichst groß ist.
Da der Donor und der Akzeptor spektroskopisch identisch sind, kann homoFRET nur mit der Po-
larisationsanisotropiemethode gemessen werden (Gautier et al., 2001; Jares-Erijman und Jovin,





2.1 Kultivierung und Behandlung der Zellen
Die Zellen wurden im Brutschrank (37 ◦C, 95% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2) in 75 cm2 oder 25 cm2
großen Kulturﬂaschen des Herstellers BD Bioscience (Le Pont De Claix, Frankreich) kultiviert.
Ein Mediumwechsel erfolgte zweimal wöchentlich. Bei vollständiger Konﬂuenz der Zellen wurden
diese passagiert. Hierzu wurde das Medium abgenommen und der Boden mit 1 ml Trypsin (0,05%
Trypsin der Firma PAN, Aiderbach und 0,1% EDTA in PBS) benetzt. Diese Trypsinlösung
wurde abgezogen, weitere 3 ml hinzugegeben und für 5 min im Brutschrank inkubiert. Durch
sanftes Klopfen und Durchspülen mit der Pipette wurden die Zellen abgelöst und vereinzelt.
Die Trypsinreaktion wurde mit dreifacher Menge an Medium abgestoppt. Die Zellkonzentration
in der vorliegenden Zellsuspension wurde mit dem Zellzähler Z2 Coulter Counter (Beckmann
Coulter, Krefeld, Deutschland) bei einer Verdünnung von 1:50 bestimmt. Alle Zellen wurden
regelmäßig auf Mykoplasmen untersucht.
Die im Folgenden verwendete PBS (phosphatgepuﬀerte Salzlösung) setzt sich wie folgt zu-
sammen: 8,0 g/l NaCl (AppliChem, Darmstadt, Deutschland), 0,2 g/l KCl (MERCK, Darm-
stadt, Deutschland), 1,44 g/l Na2HPO4 (MERCK, Darmstadt, Deutschland), 0,24 g/l KH2PO4
(MERCK, Darmstadt, Deutschland).
2.1.1 Zelllinien
Folgende Zelllinien wurden verwendet:
• U2OS: Humane Osteosarkomazellen. Diese Zellen wurden in DMEM Medium (Biochrom
AG, Berlin, Deutschland) (4,5 g/l Glucose und 110 mg/l Na-pyruvat) mit 10% FCS (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) kultiviert. Die Zellen stammen von ATCC (LGC Stan-
dards GmbH, Wesel, Deutschland).
• U2OS-NBS1-GFP, U2OS-MDC1-GFP, U2OS-ATR-GFP und U2OS-53BP1-
GFP: Humane Osteosarkomazellen jeweils stabil transﬁziert mit NBS1-2GFP (Lukas et al.,
2003), MDC1-GFP, ATR-GFP oder 53BP1-GFP. Diese Zelllinien wurden von Claudia Lu-
kas, Danish Cancer Society, Kopenhagen, freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Diese
Zellen wurden in DMEM Medium (4,5 g/l Glucose und 110 mg/l Na-pyruvat) mit 10%
FCS kultiviert.
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• Hela: Diese humanen Zervixkarzinomzellen wurden in RPMI Medium (Biochrom AG, Ber-
lin, Deutschland) mit 10% FCS kultiviert. Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr.
Nuri Gueven (The Queensland Institute of Medical Research, Brisbane, Australia) zur
Verfügung gestellt.
• Hela-H2B-GFP/mCherry-H2B: Humane Zervixkarzinomzellen mit H2B-GFP und
mCherry-H2B stabil transﬁziert. Die Zellen wurden in DMEM Medium (4,5 g/l Glucose
und 110 mg/l Na-pyruvat) mit 10% FCS kultiviert. Diese Zellen wurden freundlicherweise
von Dr. Saskia Hutten aus dem Labor von Prof. Angus Lamond (University of Dundee,
Dundee, Schottland) zur Verfügung gestellt.
2.1.2 Zellaussaat
Zur Zellaussaat wurden die Zellen, wie zuvor beschrieben, mit Trypsin vom Boden der Kultur-
ﬂasche abgelöst und vereinzelt. Anschließend wurde die gewünschte Menge an Zellen auf das
entsprechende Trägermaterial aufgetropft. Das Trägermaterial wurde zuvor mit 70% Ethanol
sterilisiert und unter sterilen Bedingungen getrocknet.
Für Experimente am Strahlplatz-Mikroskop
Für Proteinrekrutierungsmessungen mit dem Strahlplatz-Mikroskop wurden die Zellen auf Poly-
karbonatfolie des Herstellers Goodfellow GmbH (Bad Nauheim, Deutschland) mit einem Durch-
messer von 18 mm und einer Dicke von 40 µm oder auf lumox Folie 25 des Herstellers In Vitro
Systems & Services (Göttingen, Deutschland) mit einem Durchmesser von 18 mm und einer Dicke
von 25 µm ausgesät. Bei Bestrahlung mit C-Ionen wurden ∅ 18 mm Deckgläser # 0 (Menzel
GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland) als Trägermaterial verwendet. Es wurden ent-
weder zwei Tage vor dem Experiment 60.000 Zellen in 0,5 ml Medium oder ein Tag vor dem
Experiment 90.000 Zellen in 0,5 ml Medium auf das Trägermaterial in Petrischalen (∅ 35 mm,
Nunc, Koskilde, Dänemark) ausgesät. Nach ca. 5 h wurde das Medium auf 2 ml aufgefüllt.
Für FRAP-Messungen
Für FRAP-Messungen wurden die Zellen auf ∅ 40 mm runden Deckgläsern (Menzel GmbH
& Co KG, Braunschweig, Deutschland) in Petrischalen (ca. ∅ 42 mm, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) ausgesät. Hierbei wurden entweder 2 ml Zellsuspension mit 250.000
Zellen zwei Tage vor dem Experiment oder 500.000 Zellen in 2 ml ein Tag vor dem Experiment
ausgesät. Nach ca. 5 h wurde das Medium auf 5 ml aufgefüllt.
Für Immunzytochemische Färbungen
Zellen für die Immunzytochemie wurden auf 24 mm x 24 mm großen Deckgläsern (VWR Inter-
national GmbH, Darmstadt) in Petrischalen (∅ 35 mm, Nunc, Koskilde, Dänemark) ausgesät.
Hierzu wurden 125.000 Zellen in 2 ml Zellsuspension zwei Tage oder 250.000 Zellen in 2 ml
Zellsuspension ein Tag vor dem Experiment ausgesät.
Für Experimente am Microbeamaufbau
Für Microbeamexperimente wurden die Zellen in speziellen Kammern auf Polypropylenfolie
(Goodfellow GmbH, Bad Nauheim, Deutschland) mit einer Dicke von 4 µm ausgesät. Die Kam-
mern wurden vorher in 70%igem Ethanol sterilisiert. Die Folien wurden zusätzlich mit BD Cell-
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Tak Lösung (BD, Heidelberg, Deutschland) mit einer Konzentration von 1,37 µg/100 µl in 0,1 M
NaHCO3 (pH 8,Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) behandelt. Es wurden 20.000 Zellen in 150µl
ein Tag vor dem Experiment ausgesät. Nach ca. 5 h wurde das Medium auf 300 µl aufgefüllt.
Für FRET-Experimente
Die Zellaussaat für FRET-Messungen erfolgte auf ∅ 30 mm runden Deckgläsern No 1 (Glas-
warenfabrik Karl Hecht GmbH, Sondheim, Deutschland) in ∅ 35 mm Petrischalen. Es wurden
entweder 150.000 Zellen in 2 ml zwei Tage vor dem Experiment, oder 300.0000 Zellen in 2 ml ein
Tag vor dem Experiment ausgesät.
2.1.3 Transfektion der Zellen
Für die Transfektion mit JetPrime (Polyplus-transfection Inc., New York, USA) Reagenz wur-
den die Zellen 24 h vor der Transfektion auf ∅ 30 mm Glasplättchen in ∅ 35 mm Petrischalen
ausgesät, so dass sie zum Transfektionszeitpunkt eine Konﬂuenz von 60-80% hatten. 200 µl
des JetPrime Puﬀers wurden mit 2 µg der entsprechenden DNA und 4 µl des JetPrime DNA
Transfection Reagenz gemischt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
ßend wurde dieser Transfektionsansatz auf den Zellen verteilt. Die Zellen wurden bei 37 ◦C im
Brutschrank weitere 24 h bis zum Experiment inkubiert.
Für die Transfektion mit Lipofectamine2000 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) wur-
den die Zellen ein bis zwei Tage vorher auf ∅ 30 mm Glasplättchen in ∅ 35 mm Petrischalen
ausgesät, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konﬂuenz von ca. 90% hatten. 2 µg
der DNA wurden in 200 µl Gibco Opti-MEM Medium (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)
gegeben. In einem zweiten Ansatz wurde 195 µl Gibco Opti-MEM Medium mit 5 µl Lipofectami-
ne2000 Reagenz gemischt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden beide Ansätze
zusammengegeben und weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde
das Medium der Zellen abgenommen und nach 2-maligem Waschen mit PBS, 1,5 ml des Opti-
MEM Mediums zu den Zellen gegeben. Nach den 20 min Inkubationszeit wurde die Mischung
beider Ansätze auf die Petrischale verteilt. Die Zellen wurden 24 h bis zum Experiment im Brut-
schrank inkubiert, wobei ca. 5 h nach der Transfektion ein Mediumwechsel gegen das normale
Medium der Zellen durchgeführt wurde.
Für die Transfektion mit dem Amaxa Nucleofector wurden die Zellen wie zuvor beschrieben
mittels Trypsin abgelöst. Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe der dreifachen Menge an BSA
(Karl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) (5 g/l) in PBS mit Ca2+ und Mg2+
(Katalognr. 1815, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gestoppt. Eine entsprechende Menge der
Zellsuspension mit 106 Zellen wurde bei 107 g für 10 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert.
Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 100 µl der Amaxa Cell Line Nucle-
ofector Solution V mit Supplement 1 (beides Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V) gelöst. 2µg
des Plasmids wurden hinzugegeben. 100 µl der Lösung wurden in die speziellen Amaxa Kü-
vetten gegeben und mit dem Transfektionsprogramm X-01 im Nucleofector I Apparat (Amaxa
Biosystems, Gaithersburg, USA) behandelt. Die Zellsuspension wurde mit den speziellen Amaxa
Pipetten aus der Küvette entnommen und in 6 ml Kulturmedium gegeben. Es wurden jeweils
3ml auf zwei ∅ 40 mm runden Glasplättchen in Petrischalen (ca. ∅ 42 mm) ausgesät.
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Folgende Plasmide (DNA) wurden transﬁziert:
• ATM-YFP: Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Sergei Kozlov (The Queensland
Institute of Medical Research, Brisbane, Australia). Die Transfektion erfolgte mit Lipofec-
tamine2000.
• Cerulean: Zur Verfügung gestellt von Koushik et al. (2006). Beschrieben von Rizzo et al.
(2004).
• Venus: Zur Verfügung gestellt von Koushik et al. (2006). Beschrieben von Nagai et al.
(2002).
• C5V: Zur Verfügung gestellt und beschrieben von Koushik et al. (2006).
• C5A: Zur Verfügung gestellt und beschrieben von Koushik et al. (2006).
• GFP: Für die FRAP-Experimente: GFPmut1 beschrieben in Cormack et al. (1996) und
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von S. Scott (The Queensland Institute of Me-
dical Research, Brisbane, Australia). Die Transfektion erfolgte mit Amaxa. Für FRET-
Experimente wurde pmaxGFP (Lonza Cologne GmbH, Köln, Deutschland) verwendet. Die
Transfektion erfolgte mit dem JetPrime Reagenz.
• mCherry: Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Sergei Kozlov (The Queensland
Institute of Medical Research, Brisbane, Australia).
• pByﬀu: Das Plasmid wurde von Tramier et al. (2006) hergestellt und charakterisiert. Für
diese Experimente wurde es freundlicherweise von Sergei Kozlov (The Queensland Institute
of Medical Research, Brisbane, Australia) zur Verfügung gestellt.
2.1.4 Fixierung der Zellen
Das Medium der Zellen wurde abgenommen. Anschließend wurden die Zellen einmal kurz mit
PBS abgewaschen und mit 2%-Paraformaldehyd (PFA) (SIGMA, Steinheim, Deutschland) in
PBS bei Raumtemperatur für 15 min ﬁxiert. Danach wurden die Zellen für 10 min mit 0,5%
Triton X-100 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in PBS permeabilisiert. Nach zwei-
maligem Waschen mit PBS für 3 min wurden die Proben zum Absättigen unspeziﬁscher Bin-
dungsstellen für mindestens 20 min in 0,5% BSA in PBS inkubiert. Bei nicht sofortiger Färbung
wurden die Proben in 0,5% BSA bei 4◦C gelagert.
2.1.5 Immunzytochemische Färbung der Zellen
Nachdem die Zellen ﬁxiert waren, wurden sie immunzytochemisch gefärbt. Der speziﬁsche Erstan-
tikörper wurde entsprechend seiner Vorgaben (siehe Tabelle 2.1) in PBS mit 0,5% BSA verdünnt.
Das Glasplättchen mit den Zellen wurde kopfüber auf einen Tropfen der Antikörperlösung (50 µl
auf Paraﬁlm) gelegt. Nach einer Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Zellen
dreimal für 5 min mit PBS gewaschen. Nun folgte die Färbung mit dem sekundären ﬂuores-
zenzmarkierten Antikörper. Auch dieser wurde entsprechend den Angaben in Tabelle 2.2 in PBS
mit 0,5% BSA verdünnt. Die Proben wurden mit 50 µl dieser Lösung für 30 bis 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert, und anschließend erneut zweimal für 5 min mit PBS gewaschen. Um
ein Austrocknen zu vermeiden, wurden die Proben bei der Primär- und Sekundärantikörperin-
kubation in einer feuchten Kammer gelagert. Die Färbung der DNA erfolgte anschließend mit
einer DAPI Lösung (4',6-diamidino-2-phenylindole) (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land) von 1 µg/ml in PBS für 15 bis 20 min bei Raumtemperatur. Nach kurzem Spülen mit
PBS wurden die Proben kurz in entionisiertes Wasser getaucht und mit Vectrashield Mounting
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Medium (Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.) eingedeckelt. Ab der Zugabe des sekundären
Antikörpers wurden die Proben vor Licht geschützt, um unnötiges Bleichen der Fluorophore zu
vermeiden.
Tabelle 2.1: Übersicht der verwendeten primären Antikörper.
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Tabelle 2.2: Übersicht der verwendeten sekundären Antikörper.
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2.1.6 Inhibitorbehandlung der Zellen
Doppelinhibition von ATM und DNA-PK
Zur ATM Kinaseinhibition wurde der speziﬁsche Inhibitor KU55933 (Calbiochem, San Diego,
California, USA) verwendet (Hickson et al., 2004). Hierzu wurde zunächst eine Stocklösung von
2 mg KU55933 in 0,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid) (DMSO für Zellkultur, AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) angesetzt. Die Inkubation der Zellen in dem entsprechenden Kultur-
medium erfolgte nach Literaturangabe (Chen et al., 2007) mit einer Inhibitorkonzentration von
10µM. Analog wurde für den DNA-PK Inhibitor IC86621 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
USA) eine Stocklösung von 50 mM in DMSO hergestellt. Dieser Inhibitor wurde mit einer Kon-
zentration von 200 µM eingesetzt. Die Zellen wurden ab ein bis zwei Stunden vor Bestrahlung
mit beiden Inhibitoren inkubiert. Auch nach der Bestrahlung wurden die Zellen weiterhin unter
Inhibition gehalten.
CK2-Inhibition
Für die CK2-Inhibition wurde der Inhibitor TBB (4,5,6,7-Tetrabromo-2-azabenzimidazole)
(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) verwendet. Es wurde eine Stocklösung von 50 mM
in DMSO angesetzt. Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 300 µM ab fünf Stunden vor
der Bestrahlung inkubiert. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen weiterhin unter Inhibition
gehalten.
Histondeazetylase-Inhibitor TSA
Für die Inhibition der Histondeazetylase wurde TSA (Trichostatin A) des Herstellers Cayman
(Michigan, USA) verwendet. Es wurde zunächst eine Stocklösung mit Konzentration von 1,1 mM
in DMSO hergestellt. In den Experimenten wurde TSA mit einer Konzentration von 0,66 µM
verwendet.
ATP-Entzug
Zum ATP-Entzug wurden die Zellen mit 10 mM Na-Azid (Sigma, St. Louis, USA) und 50 mM
2Deoxyglukose (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) behandelt (Llères et al., 2009).
2.2 Zellbestrahlung
2.2.1 Röntgenbestrahlung
Die Zellen wurden mit einer Röntgen-Röhre der Firma GE Sensing & Inspection Technologies
(Ahrensburg, Deutschland) Typ Isovolt 320/13 bestrahlt. Die Röhre wurde mit einer Beschleuni-
gungsspannung von 250 kV und einem Strom von 16 mA betrieben. Das Austrittsfenster besteht
aus 7 mm dickem Beryllium. Zusätzlich ist ein Filtersystem aus 1 mm dickem Kupfer und 1mm
dickem Aluminium eingebaut. Mit einem Dosimeter des Typs SN4 (PTW, Freiburg, Deutsch-
land) wurde die Dosis bestimmt. Das Filtersystem ist für den niedrigen Energiebereich (unter
ca. 40 keV) undurchlässig. Höherenergetische Photonenbestrahlung hat einen LET von weni-
gen keV/µm (ICRU, 1970; Makrigiorgos und Waker, 1986; Hall und Giaccia, 2006). Aus diesem
28
2.2 Zellbestrahlung
Grund wurde der LET der Röntgenbestrahlung, zum Vergleich mit der Ionenbestrahlung, ver-
einfacht mit 1 keV/µm angegeben. Die Zellen wurden mit einer Dosis von 2 Gy bestrahlt.
2.2.2 Ionenbestrahlung am UNILAC der GSI
Es wurden Schrägbestrahlungen durchgeführt bei denen der Zellrasen in einem Winkel von ca.
15 ◦ zum einfallenden Strahl positioniert war. Proben für Immunﬂuoreszenzfärbungen wurden in
ein spezielles, mit Medium gefülltes Magazin eingesetzt. Ein Greifer hob jeweils eine der max. 9
Proben für nur wenige Sekunden zur Bestrahlung aus dem Magazin und setzte sie gleich wieder
zurück. Dieser Aufbau ist in Abbildung 2.1a gezeigt.
Die Proben für die FRAP- und FRET-Messungen wurden nicht mit dem Magazinaufbau be-
strahlt. Sie wurden für die Bestrahlung kurz aus dem Medium genommen und auf einer speziellen
Halterung im 15◦ Winkel aufgebracht (siehe Abbildung 2.1b) (Jakob und Taucher-Scholz, 2006).
Nach der Bestrahlung wurde die Probe wieder in das Medium zurückgelegt. Die Zeitspanne, in
der sich die Proben auf der Halterung befanden, war durch den gesicherten Zugang des Bestrah-
lungsplatzes limitiert und betrug weniger als zwei Minuten.
In allen Experimenten wurden die Zellen mit einer Fluenz von 2,0 · 106 bis 3,0 · 106 Teilchen/cm2
bestrahlt.
(a) (b)
Abbildung 2.1: Zellbestrahlung am UNILAC der GSI. (a): Experimenteller Aufbau für die Ionenbestrahlung
der Immunﬂuoreszenzproben. Das Austrittsfenster ist durch einen Ionisationskammerschutz verdeckt. Der Grei-
fer saugt eine der Probenhalterungen aus dem Magazin an und hebt sie direkt vor das Austrittsfenster. Das
Glasplättchen im Probenhalter, auf deren Unterseite sich der Zellrasen beﬁndet, liegt in einem Winkel von ca.
15 ◦ zur Horizontalen. Nach der Bestrahlung setzt der Greifer die Probe wieder im Magazin mit Medium ab.
(b): Experimenteller Aufbau für die Ionenbestrahlung der FRAP- und FRET-Proben. Das Glasplättchen wurde
mit dem Zellrasen auf der Oberseite auf den Probenhalter gelegt. Dieser Aufbau wird vor dem Austrittsfenster
positioniert. Unmittelbar nach der Bestrahlung wird die Probe wieder in das Medium zurückgegeben.
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2.2.3 Ionenbestrahlung am Microbeamaufbau der GSI
Der Microbeamaufbau der GSI wurde von Heiss et al. (2006) und Voss et al. (2008) detailliert be-
schrieben. Zusammengefasst ermöglicht dieser Aufbau am UNILAC Beschleuniger der GSI, Zellen
mit einer deﬁnierten Anzahl an Ionen zu bestrahlen. Hierzu können Teilchen von He- bis U-Ionen
zur Bestrahlung verwendet werden. Die Energie der Ionen beträgt typischerweise 4,8MeV/u. Die
Strahlﬂeckgröße beträgt 700 nm x 500 nm mit einer Treﬀergenauigkeit von unter 1,0µm. Die
Aufnahmen erfolgten mit einem Objektiv des Herstellers Leica (Wetzlar, Deutschland) Typ N
PLAN L 40 x/0,55 CORR PH2.
2.3 Mikroskopie
2.3.1 Strahlplatz-Mikroskop
Der Aufbau des Strahlplatz-Mikroskops wurde von Jakob et al. (2005) beschrieben. Die prinzipi-
elle Funktionsweise ist unverändert, jedoch wurden Komponenten erneuert. Ein Olympus Mikro-
skop der Bezeichnung IX71 (Hamburg, Deutschland) mit einem Olympus UPlanSApo 60x 1,20
Wasserimmersionsobjektiv wurde verwendet. Wie beschrieben wurde das Mikroskop um 90 ◦ auf
die Seite gelegt, um die Aufnahme der Zellen während der Ionenbestrahlung zu ermöglichen. Die
Fluoreszenzanregung erfolgte über den Monochromator Polychrome V (TILL Photonics GmbH,
Gräfelﬁng, Deutschland). Das Anregungslicht wurde über einen Lichtleiter in das Mikroskop
eingekoppelt. Die Bildaufnahme erfolgte mit der EM-CCD (Electron-multiplying charge-coupled
device) Kamera Typ DU-888E-C00-#BV oder DV887ECS-BV (Andor Technology, Belfast, Ir-
land) und der Aufnahmesoftware Andor IQ Version 1.10.3 im "Fast LZ" Modus. Für die Dauer
der Rekrutierungsmessungen wurden die Zellen auf der Polykarbonatfolie, auf der lumox Fo-
lie 25 oder auf den Deckgläsern in speziell angefertigte Lebendzellkammern mit Kulturmedium
eingelegt. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.
2.3.2 FRAP-Mikroskopie
Der aufgebaute FRAP-Messplatz ist in Abschnitt 3.2.1 detailliert beschrieben. Für die FRAP-
Messungen wurden die Proben mit den Zellen in das Focht Chamber System 2 (FCS2) (Bioptechs
Inc, Butler, USA) mit Kulturmedium eingespannt. Diese speziell entwickelte Kammer ermöglicht
das Mikroskopieren von lebenden Zellen mit einer hohen Auﬂösung über einen langen Zeitraum.
Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Es wurde Kulturmedium ohne den
pH-Indikator Phenolrot verwendet.
Die einzelnen FRAP-Messungen wurden nach Gleichung 3.1 normiert. Der Zeitpunkt des Blei-
chens wurde auf t=0 gesetzt. Aus den einzelnen Kurven wurde der Mittelwert und die Standard-
abweichung berechnet.
Dekonvolution der in Abbildung 3.9 gezeigten Aufnahme erfolgte mit der Software Huygens
Essential (Hilversum, Niederlande).
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2.3.3 FRET-Mikroskopie
Der FRET Aufbau ist detailliert in Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Die spektralen Eigenschaften
der optischen Komponenten sind im Anhang Abschnitt A.1 gezeigt. Die ∅ 30 mm Glasplättchen
mit den Zellen wurden in einer speziellen Kammer mit ca. 2 ml Kulturmedium ohne Phenolrot
montiert. Während den Messungen wurden die Zellen mit einem System des Herstellers Pecon
(Erbach, Deutschland) bestehend aus "Pecon tempcontrol 37-2 digital", "Heating Unit" und
"CO2 controller" mit 5% CO2 begast und auf 37 ◦C temperiert.
2.3.4 Mikroskopie der immunzytochemisch gefärbten Zellen
Die immunzytochemisch gefärbten Zellen wurden am Spinning-Disk konfokalen Mikroskop unter-
sucht, an dem auch die polarisationsanisotropiebasierten FRETMessungen durchgeführt wurden.
Der Aufbau ist detailliert in Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Für die Aufnahmen der immunzy-
tochemisch gefärbten Zellen wurden der Polarisator und der Polarisationsstrahlteiler aus dem
Strahlengang gefahren. Es wurde ein Bildstapel mit einem Abstand von 200 nm oder 300 nm
zwischen den Ebenen durch die Zellen aufgenommen.
2.4 Datenanalyse und Bildbearbeitung
2.4.1 Fitten der FRAP Daten
Alle mathematischen Fitanalysen wurden mit Wolfram Mathematica Version 6.0.1.0 durchge-
führt. Die laplacetransformierten Lösungen nach Gleichungen 3.13 und 3.21 wurden mit Hilfe
des "NumericalInversion" Paket Version 1.0 (Arnaud Mallet, University of Mauritius) mit der
Stehfestmethode (Stehfest, 1970) rücktransformiert. Die FRAP Kurven wurden mit Hilfe des
"Nonlinear Regression" Paket Version 3.1 (John M. Novak und E.C. Martin, Wolfram Research)
geﬁttet. Hierbei wird der Fit mit der kleinsten quadratischen Abweichung (least square ﬁt) er-
mittelt und eine statistische Regressionsanalyse durchgeführt. Alle Fehler der Fitparameter sind
durch den asymptotischen Standardfehler angegeben. Um das globale Minimum des Fits zu ﬁn-





Potenzschritten permutiert. Bei langen FRAP Messungen wurden die Zeitintervalle der Auf-
nahme zu späteren Zeiten erhöht. In diesen Fällen wurden die Datenpunkte dementsprechend
gewichtet.
2.4.2 Bildbearbeitung
Die Bildbearbeitung erfolgte im Allgemeinen mit ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) Version
1.44b.
Immunzytochemisch gefärbte Zellen
Aus den z-Stapeln durch die Zellen wurden Maximumprojektionen erstellt.
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Zeitserien der Online- und FRAP-Messungen
Für Zeitserien über einen langen Zeitraum, insbesondere bei Messungen der MDC1 und 53BP1
Proteine, bewegten sich die Zellen oft während der Aufnahme. In diesen Fällen wurde die Be-
wegung der Zellen mittels Bildbearbeitung kompensiert. Hierfür wurden der StackReg Plugin
(Philippe Thevenaz, Lausanne, Schweiz) (Thévenaz et al., 1998) der ImageJ software Version
1.44b und der "Object stabilizer" der Software Huygens Essential (Hilversum, Niederlande) ver-
wendet.
FRET Aufnahmen
Die dargestellten Fluoreszenzaufnahmen, aber nicht die Polarisationsanisotropieaufnahmen, wur-
den teilweise mit dem ImageJ Plugin "PureDenoise" Version 12/06/2010 (Florian Luisier, Lau-
sanne, Schweiz) bearbeitet (Luisier et al., 2010). Alle Polarisationsanisotropieaufnahmen wurden
nach Formel 3.28 aus den Bildern beider Kameras berechnet. Für eine rauschärmere Darstellung




3.1 Akkumulation von DNA Reparaturproteinen in strahlungsin-
duzierten Foci
Eine Vielzahl von Proteinen, die an der Reparatur von DNA-Schäden beteiligt sind, akkumulie-
ren in der Nähe des Schadens zu sogenannten strahlungsinduzierten Foci (engl. IRIF "ionizing
radiation induced foci"). Der zeitliche Verlauf dieser Foci-Entstehung kann für verschiedene Pro-
teine stark variieren. Solche, die in den ersten Schritten der DSB-Detektion benötigt werden,
akkumulieren schneller als Proteine, die für spätere Prozessierungsschritte verantwortlich sind.
In dieser Arbeit wurden die Reparaturproteine ATM, ATR, MDC1, NBS1 und 53BP1 mit dem,
an der GSI einzigartigen, sogenannten Strahlplatz-Mikroskop untersucht. Der genaue Aufbau
ist in Abschnitt 2.3.1 beschrieben. Mit dem Strahlplatz-Mikroskop ist es möglich, mikroskopi-
sche Bilder von lebenden Zellen simultan zur Ionenbestrahlung aufzunehmen. Eine beispielhafte
Messung ist in Abbildung 3.1 gezeigt. U2OS Zellen, die 53BP1-GFP stabil exprimierten, wur-
den mit Au-Ionen zum Zeitpunkt t=0 bestrahlt und gleichzeitig mikroskopisch aufgenommen.
Eine Akkumulation des 53BP1-GFP an den strahlungsinduzierten DNA-Schäden ist deutlich
zu erkennen. Die Intensität der Foci nimmt über die Zeit zu. Auf diese Weise lässt sich mit
dem Online-Mikroskop die Entstehung von Foci messen. Hieraus resultieren die in den folgenden
Abbildungen dargestellten Rekrutierungskurven, die die zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzin-
tensität der Foci beschreiben.
3.1.1 Kinetik der Foci-Bildung verschiedener Proteine nach Ionenbestrahlung
Die Reparaturproteine akkumulierten mit teils sehr unterschiedlichem zeitlichem Verlauf in strah-
lungsinduzierten Foci. Abbildung 3.2 stellt dies für die Proteine ATM, ATR, MDC1, NBS1 und
53BP1 dar. NBS1, MDC1 und ATM1 rekrutierten vergleichsweise schnell innerhalb von weni-
gen Minuten. ATR akkumulierte deutlich langsamer mit einer Sättigung bei ca. 20 min. Die
Intensität der 53BP1 Foci stieg zu diesem Zeitpunkt immer noch weiter an. Die langsamen Re-
krutierungskinetiken von ATR und 53BP1 zeigten außerdem eine deutliche Verzögerungsphase
und einen sigmoiden Kurvenverlauf. Die in Abbildung 3.2 gezeigten Rekrutierungskurven der
verschiedenen Proteine entstammen unterschiedlichen Arten der Bestrahlung. Inwiefern die Art























Abbildung 3.1: Messungen mit dem Strahlplatz-Mikroskop von 53BP1-GFP bei Bestrahlung mit Au-Ionen.
Stabil transﬁzierte U2OS Zellen wurden zum Zeitpunkt t=0 s mit Au Ionen bestrahlt. Gleichzeitig zur Bestrahlung
wurde eine zeitliche Bildfolge aufgenommen. Jedes 25. Bild der Serie ist hier gezeigt. 53BP1 akkumuliert an den
strahlungsinduzierten DNA-Schäden zu Foci.
Abbildung 3.2: Rekrutierung von Reparaturproteinen nach Ionenbestrahlung. Wie in Abbildung 3.1 beispielhaft
dargestellt, akkumulieren Reparaturproteine nach DNA-Schadensinduktion in Foci. Diese Kurven zeigen den
zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitätszunahme in den Foci für verschiedene Proteine. MDC1-GFP, NBS1-
GFP, ATR-GFP und 53BP1-GFP in U2OS Zellen, ATM-YFP in Hela Zellen. Die Intensität vor der Bestrahlung
ist auf 0 und das Plateau nach langen Zeiten auf 1 normiert. Fehlerbalken: Standardabweichung.
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3.1.2 Abhängigkeit der Rekrutierungskinetik von der Schadensdichte
Mit zunehmender Ladung der Ionen steigt der LET, bei gleicher speziﬁscher Ionenenergie, und
damit die erzeugte Schadensdichte. Im Folgenden wird das Rekrutierungsverhalten von vier aus-
gewählten Reparaturproteinen NBS1, MDC1, 53BP1 und ATR in Abhängigkeit der Schadens-
dichte untersucht. Die Zeitkonstanten beschreiben in all diesen Fällen den Zeitpunkt, an dem
das Signal 63% des Plateauwerts erreicht hat.
NBS1
Das Rekrutierungsverhalten des Proteins NBS1 zeigte eine starke Abhängigkeit von der Scha-
densdichte. Die Rekrutierung von NBS1 ist bei Bestrahlung mit schweren Ionen mit einem sehr
hohen LET deutlich schneller als bei leichteren Ionen (siehe Abb. 3.3a). Die Zeitkonstante dieser
Rekrutierungskurven (63%-Wert) ist in Abbildung 3.3b über dem LET dargestellt. Bis zu einem
LET von fast 3000 keV/µm nimmt die Zeitkonstante von ca. 240 s auf ca. 95 s deutlich ab.
Die Rekrutierung wird also schneller. Eine weitere Erhöhung des LET führt zu keiner weiteren
Beschleunigung der Rekrutierung.
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Abbildung 3.3: Abhängigkeit der NBS1 Rekrutierung von der Schadensdichte. (a): Beispielhafte Rekrutierungs-
kinetiken von NBS1 nach Bestrahlung mit C- und V-Ionen. Fehlerbalken: Standardabweichung. (b): Aus den
NBS1-Rekrutierungskurven bestimmte Zeitkonstanten (63%-Werte) für verschiedene LET. Fehlerbalken: 95%-
Konﬁdenzintervall. (Messungen von Dr. B. Jakob)
Um diese Abhängigkeit der NBS1 Rekrutierung von der Schadensdichte näher zu untersuchen,
wurden die Zellen mit Hilfe des Microbeamaufbaus der GSI mit einer deﬁnierten Anzahl von
Ionen bestrahlt. Der genaue Aufbau ist in Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Mit der Treﬀergenauigkeit
dieses Aufbaus von unter 1,0 µm wurden 1, 10 oder 30 Stickstoﬃonen auf einen Punkt im Zellkern
geschossen. Die Treﬀer verteilen sich statistisch auf eine Fläche von 500 nm x 700 nm. Der LET
eines Stickstoﬃons beträgt 400 keV/µm. Es stellte sich die Frage, ob diese Art der Bestrahlung
mit mehreren relativ leichten Ionen, die Schadensdichteverteilung der Hoch-LET Bestrahlung
mit einem sehr schweren Ion simulieren kann. Die Rekrutierungskinetiken sind in Abbildung 3.4
dargestellt. Die Ionenanzahl hat keinen Einﬂuss auf die Rekrutierungsgeschwindigkeit. In allen
drei Fällen ist die Rekrutierung gleich schnell. Die Zeitkonstante beträgt 124 ± 5 s.
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Abbildung 3.4: Rekrutierung von NBS1 nach Microbeam-Bestrahlung mit 1, 10 oder 30 Stickstoﬃonen in einem
Punkt. Fehlerbalken: Standardabweichung.
MDC1
Bei der Untersuchung der LET-abhängigen Rekrutierungsgeschwindigkeit des Proteins MDC1
konnte, wie bei NBS1, eine schnellere Rekrutierung bei Bestrahlung mit sehr schweren Ionen
festgestellt werden (siehe Abb. 3.5a). Auﬀällig ist jedoch, dass sich nicht nur die Geschwindigkeit,
sondern auch der Verlauf der Kinetik verändert. Sie verwandelte sich von einem eher linearen
Verlauf bei C- und Ar-Ionenbestrahlung zu einem mehr gekrümmten Verlauf bei Au- und U-
Ionenbestrahlung. Die Abhängigkeit der Zeitkonstante vom LET ist in Abbildung 3.5b gezeigt.
Die Zeitkonstante verringert sich mit steigendem LET startend von ca. 260 s und erreicht im
LET-Bereich von 3700 keV/µm bis 8800 keV/µm ein unteres Limit von ca. 105 s. Mit weiter
steigendem LET ist keine weitere Abnahme der Zeitkonstante zu beobachten.
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Abbildung 3.5: Rekrutierung von MDC1 nach Ionenbestrahlung mit verschiedenem LET. (a): Rekrutierungskur-
ven von MDC1 nach Ar-, C-, Au- und U-Ionenbestrahlung. Fehlerbalken: Standardabweichung. (b): Zeitkonstanten
der MDC1 Rekrutierungskurven für verschiedene LET. Fehlerbalken: 95%-Konﬁdenzintervall.
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3.1 Akkumulation von DNA Reparaturproteinen in strahlungsinduzierten Foci
53BP1
Die 53BP1 Proteinrekrutierung wurde nach C- und Au-Ionenbestrahlung gemessen (siehe Abb.
3.6). Der LET betrug 170 keV/µm bzw. 13000 keV/µm. Die Rekrutierungskinetiken von 53BP1
waren für beide LET nahezu identisch. Gemäß diesen beiden Messungen hängt die 53BP1-Re-
krutierungsgeschwindigkeit nicht von der Schadensdichte ab.
Abbildung 3.6: Rekrutierung von 53BP1 nach C- und Au- Ionenbestrahlung. Fehlerbalken: Standardabweichung.
ATR
Das DNA-Reparaturprotein ATR zeigte eine von der Schadensdichte abhängige Rekrutierung.
Die Kinetik der ATR-Focibildung nach Au-Ionen mit einem LET von 13000 keVµm ist in Abbildung
3.2 gezeigt. Bei Bestrahlung mit leichteren Ionen, die eine geringere Schadensdichte erzeugen,
zeigte sich, dass deutlich weniger Zellen ATR-Foci aufwiesen. Dies ist in Abbildung 3.7 gezeigt.
Während nach Au-Ionenbestrahlung nahezu alle Zellen ein strahlungsinduziertes streifenförmiges
DNA-Schadensmuster für ATR zeigten (siehe Abb. 3.7a), war das nach C-Ionenbestrahlung in
deutlich weniger Zellen der Fall (siehe Abb. 3.7d). Die γH2AX Immunﬂuoreszenzfärbung zeig-
te jedoch auch nach C-Ionenbestrahlung ein eindeutig strahlungsinduziertes Schadensmuster in
nahezu allen Zellen (siehe Abb. 3.7e). Da nach C-Ionenbestrahlung nur wenige Zellen ATR-Foci




























Abbildung 3.7: ATR-Rekrutierung nach C- und Au-Ionenbestrahlung. Stabil transﬁzierte U2OS-Zellen mit
ATR-GFP wurden 1 h nach Bestrahlung mit Paraformaldehyd ﬁxiert und anschließend mit Alexa568 immun-
zytochemisch gegen γH2AX gefärbt. Die DNA wurde mit DAPI gegengefärbt. (a)-(c): Au-Ionenbestrahlung
(LET=13000 keV/µm). (d)-(f): C-Ionenbestrahlung (LET=170 keV/µm).
3.2 Analyse der Reparaturproteindynamik in lebenden Zellen
Um die Bindungscharakteristiken der Proteine an DNA-Schadstellen und den Einﬂuss unter-
schiedlicher Schadensdichten zu untersuchen, wurde ein FRAP-Messplatz aufgebaut. Mit diesem
ist es möglich, das zu untersuchende Protein, das mit einer ﬂuoreszierenden Markierung versehen
ist, in einem kleinen deﬁnierten Bereich innerhalb einer lebenden Zelle irreversibel zu bleichen.
Dies erlaubt eine Subpopulation aller markierten Proteine zu untersuchen und somit auf deren
dynamisches Verhalten zu schließen. Der gebleichte Bereich füllt sich nach einiger Zeit wieder mit
nicht gebleichten Proteinen aus der Umgebung. Der zeitliche Verlauf dieses Prozesses spiegelt die
Mobilität der Proteine wider.
3.2.1 Einführung und Charakterisierung des FRAP Aufbaus
Der FRAP Aufbau basiert auf einem Leica (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
DM LA Stativ mit einer Leica CTR MIC Steuereinheit. Über die Lasereinkopplung Leica AS
LMD ist ein 337 nm Stickstoﬀgaslaser integriert. Das System wird über die Software Leica Laser
Microdissection System LMD Version 4.4.0.0 und die Laserkontrolleinheit-Firmwareversion 1.15
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gesteuert. Um dieses Mikroskop für FRAP Messungen zu erweitern, wurde eine zweite AS LMD
Lasereinkopplung eingebaut, an die ein 100 mWDiodenlaser mit der Wellenlänge 473 nm montiert
wurde. Es handelt sich um das Lasermodell DPL 473-OEM (Rapp OptoElectronics, Hamburg,
Deutschland). Der Aufbau ist in Abbildung 3.8 in einem Foto und schematisch gezeigt. Der
Diodenlaser wurde über einen Strahlteiler Q480 LP (Chroma Technology Corporation, Bellows
Falls, USA) in den Strahlengang eingekoppelt. Wahlweise kann die Einkopplung für den UV- oder
für den 473 nm-Laser mit der Software gesteuert werden. Dies ermöglicht auch für den 473 nm-
Laser völlig frei wählbare Positionen des Laserfokus auf der Probe. Die Fluoreszenzanregung
erfolgte über den Monochromator Polychrome V (TILL Photonics GmbH, Gräfelﬁng, Deutsch-
land). Dieser wird über einen Lichtleiter und durch den GFP-Filterwürfel (Leica, 513847) in den
Strahlengang eingekoppelt. Für die im Anschluss gezeigten Messungen wurde ein 100x Objektiv
verwendet (Leica HCX PL Fluotar 100x/1,3 Öl Nr. 506199). Da sich in ersten Tests zeigte, dass
eine schnelle und damit sensitive Kamera essentiell für derartige FRAP Messungen ist, wurde
die EM-CCD Kamera des Typs DU-888E-C00-#BV oder DV887ECS-BV von Andor Technology
(Belfast, Irland) verwendet. Die Bildaufnahme erfolgte über die AndorIQ software Version 1.10.3
im "Fast LZ" Modus. Dies ermöglicht zum einen eine schnelle Aufnahme von Bildern und zum
andern das synchrone Schalten der Lichtquelle, was den unerwünschten Fluoreszenzsignalverlust





























Abbildung 3.8: Aufbau des FRAP Messplatzes. (a): Foto des Aufbaus (b): Schematische Darstellung des Auf-
baus. Der zusätzliche UV-Laser ist aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht gezeigt. Der obere dichroitische Spie-
gel ist Teil des GFP Filterwürfels. Während die Bildaufnahme über Computer 1 erfolgt, steuert Computer 2 den
473 nm Laser.
Dieser Aufbau ermöglicht sehr schnelle Bildsequenzaufnahmen mit Frequenzen schneller als
10Hz. Wird die Ausleseﬂäche des Kamerachips verkleinert, so sind Messungen mit einer Frequenz
von 60 Hz möglich (Binning: 4x4, Chipausleseﬂäche: 75x79 pixel). Das FWHM (Full Width at
Half Maximum) des Laserfokus wurde in ﬁxierten Zellen auf 3,0 ± 0.2 µm bestimmt. Die Geome-
trie des resultierenden gebleichten Bereichs zeigt Abbildung 3.9. Sie ähnelt einer Zylinderform.
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Abbildung 3.9: Geometrie des gebleichten Bereichs. U2OS Zellen, stabil transﬁziert mit MDC1-GFP, wurden
mit Paraformaldehyd ﬁxiert. Zur dreidimensionalen Datenerfassung wurde ein Bildstapel der verschiedenen Fo-
kusebenen aufgenommen, der anschließend der Dekonvolution unterzogen wurde. Links: vor dem Bleichen; rechts:
nach dem Bleichen. Das Proﬁl in z-Richtung entlang den roten Linien ist rechts und unter dem jeweiligen Bild
gezeigt. Maßstab: 5 µm
Eine typische Bildserie einer FRAP Messung zeigt Abbildung 3.10. Zunächst werden einige Bilder
vor dem Bleichen aufgenommen, da diese für die spätere Normierung benötigt werden. Zum Zeit-
punkt 0 s wird ein Bereich im Zellkern gebleicht (siehe Pfeile in Abbildung 3.10c). Die Zunahme
des Fluoreszenzsignals wird über die Zeit gemessen. Die Geschwindigkeit der Intensitätszunah-
me im gebleichten Bereich spiegelt den Austausch mit umliegenden nicht gebleichten Proteinen
wider.
Abbildung 3.10o zeigt beispielhaft die für die Auswertung nötigen gemessenen Bereiche des
Bleichpunkts (grün), des Zellkerns (cyan) und des Hintergrunds (rot). Aus den mittleren Si-
gnalen werden, zur Erstellung der FRAP-Kurven, Normierungen auf die Signalintensität vor
dem Bleichen und den Signalverlust während der Aufnahme nach folgender Formel durchgeführt






Die mit dem Index "vorBleichen" gekennzeichneten Variablen bezeichnen den Durchschnittswert
aus allen Bildern vor dem Bleichpuls. BG steht für das Fluoreszenzsignal im Hintergrund, I für
das im gebleichten Bereich und T für das des gesamten Zellkerns. Nach diesen Normierungen
ergeben sich FRAP Kurven wie im restlichen Kapitel dargestellt. Der Wert 0 entspricht dabei
dem Wert des Hintergrunds, und 1 dem durchschnittlichen Wert im gebleichten Punkt aller
Bilder vor dem Bleichpuls.
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(f) (g) (h) (i) (j)
(k) (l) (m) (n) (o)
Abbildung 3.10: Bilder aus einer FRAP-Zeitserie. U2OS Zellen, stabil transﬁziert mit 53BP1-GFP, wurden mit
C-Ionen bestrahlt. Kleine Bereiche im streifenförmigen DNA-Schadensmuster wurden zum Zeitpunkt 0 s in beiden
Zellen gebleicht (siehe markierte Stelle in (c)). Das Fluoreszenzsignal der Zellen wurde über die Zeit gemessen.
Diese Abbildung zeigt ca. jedes 20. Bild der Zeitserie. Abbildung (o) zeigt die für die Auswertung nötigen gewählten
Bereiche. Grüner Kreis: gebleichter Bereich, cyan umrandet: ganzer Zellkern und rotes Rechteck: Hintergrund.
3.2.2 Freie Diﬀusion im Nukleoplasma
Um die Mobilität, der im Folgenden beschriebenen Proteine besser einordnen zu können, wurden
zunächst Experimente mit reinem GFP durchgeführt, das nicht an ein funktionelles Protein ge-
koppelt war. Ein beliebiger Bereich im Zellkern wurde gebleicht. Da reines GFP keine biologische
Funktion besitzt, ermöglicht dieses Experiment die Untersuchung der viskosen Bedingungen im
Kern humaner Zellen. In Abbildung 3.11 ist die resultierende FRAP Kurve gezeigt. Das GFP





















Abbildung 3.11: FRAP Messungen von freiem GFP im Nukleoplasma humaner U2OS Zellen (n=45). Rote
Linie: Fit mit dem Diﬀusionsmodell (siehe Abschnitt 3.2.5). Das Fitergebnis ist in Abschnitt 3.2.6 beschrieben.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
3.2.3 Reparaturproteindynamik in lebenden humanen Zellen
Somit konnte die Dynamik von NBS1, ATR, 53BP1 und MDC1 im Zellkern von lebenden huma-
nen Zellen, zunächst ohne DNA-Schaden, untersucht werden. Hierzu wurde wieder ein beliebiger
Bereich im Zellkern gebleicht und der Verlauf der Fluoreszenzintensitäten an diesen Stellen ge-
messen. NBS1 und insbesondere ATR zeigten sehr schnelle Zunahmen auf den ursprünglichen
Wert 1, während die Zunahme von MDC1 und 53BP1 deutlich verlangsamt waren (siehe Ab-
bildung 3.12). Erst nach einer sehr langen Zeit von über 900 s nach dem Bleichen ging die
Fluoreszenzintensität von 53BP1 auf den ursprünglichen Wert zurück (siehe Abbildung 3.31a).
Abbildung 3.12: Reparaturproteindynamik im Zellkern lebender humaner Zellen. FRAP Kurven von beliebigen
Bereichen im Zellkern humaner U2OS-Zellen, die stabil mit MDC1, NBS1, ATR oder 53BP1 transﬁziert wurden.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
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3.2.4 Dynamisches Austauschverhalten der Reparaturproteine am DNA-
Schaden nach Röntgenbestrahlung
Nachdem die Viskositätseigenschaften des Nukleoplasmas und die Mobilität der Reparaturpro-
teine im Zellkern untersucht wurden, konnte schließlich die Analyse des Bindungsverhaltens
in strahlungsinduzierten Foci untersucht werden. Zunächst wurden durch Röntgenbestrahlung
(250 kV) mit einer Dosis von 2 Gy, DNA-Schäden in den Zellen induziert. Nachdem sich ein
Gleichgewicht in der Proteinakkumulation eingestellt hatte und die Fociintensität nicht weiter
zunahm, wurden einzelne Foci gebleicht. Die Geschwindigkeit des Loslösens gebleichter und des
Bindens ungebleichter Proteine spiegelt direkt das Bindungsverhalten der Reparaturproteine an
den DNA-Schadstellen wider. Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Ana-
log zum dynamischen Verhalten der Proteine in unbestrahlten Zellen, zeigte NBS1 das schnellste
Austauschverhalten. 53BP1 wurde sehr langsam ausgetauscht und MDC1 lag dazwischen (ver-
gleiche Abschnitt 3.2.3). Wie bereits in Abschnitt 3.1.2 gezeigt, hängt die ATR-Focibildung stark
von der induzierten DNA-Schadensdichte ab (siehe auch Abbildung 3.7). Demzufolge zeigte sich,
dass durch Röntgenbestrahlung keine ATR-Foci induziert werden konnten und die entsprechende
Messung hier nicht möglich war.
Abbildung 3.13: FRAP Messungen in strahlungsinduzierten Foci in U2OS Zellen nach Röntgenbestrahlung.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
3.2.5 Modellierung der FRAP Kurven
Die Beschreibung der FRAP-Kurven erfolgte bis hierhin nur qualitativ. Fast alle Aussagen be-
schränkten sich auf Vergleiche wie "schneller" und "langsamer". Um die Ergebnisse besser quan-
titativ beschreiben zu können, müssen diese modelliert werden. Dann können Aussagen zu den
tatsächlichen Diﬀusionsgeschwindigkeiten der Proteine und deren Bindungskonstanten getroﬀen
werden. Die Ansätze der verschiedenen gewählten Modelle werden in diesem Kapitel beschrieben.
Zahlreiche Modelle zur Beschreibung von FRAP Kurven sind publiziert. Einige davon sind in
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(Carrero et al., 2003) zusammengefasst. Im Wesentlichen lassen sich die Modelle in drei verschie-
dene Klassen einteilen:
• Diﬀusionsbasierte Modelle: Der Verlauf der FRAP Kurven wird lediglich durch die
Diﬀusion der GFP-markierten Proteine bestimmt. Dies ist auch dann der Fall, wenn die
Proteine zusätzlich zur Diﬀusion noch Bindungsverhalten zeigen, diese Art der Bindung
aber sehr schnell im Vergleich zur Diﬀusion ist. Dadurch stellt sich sehr lokal ein Gleich-
gewicht der gebundenen Proteine ein. Auch in diesem Fall können die FRAP Kurven mit
dem Diﬀusionsmodell beschrieben werden, allerdings mit verlangsamter Geschwindigkeit.
Dieser Fall wird als eﬀektive Diﬀusion bezeichnet.
• Reaktionsbasierte Modelle: Der Verlauf der FRAP Kurve wird lediglich durch das Bin-
deverhalten der Proteine beschrieben. Die Diﬀusion spielt hierbei keine Rolle. Sie verläuft
in diesen Fällen instantan sehr schnell ab und beeinﬂusst so den Verlauf der Kurve schon
nach wenigen Messpunkten nicht mehr.
• Diﬀusions-Reaktionsgekoppelte Modelle: Die Reaktions- bzw. Bindungsprozesse und
die Diﬀusion der Proteine sind direkt gekoppelt. Beide beeinﬂussen sich gegenseitig und
bestimmen so den Kurvenverlauf.
Folgende Modelle wurden verwendet um die Daten in dieser Arbeit zu analysieren. In allen Fällen





F beschreibt die frei diﬀundierenden Proteine, S die freien Bindungsstellen und C die mit Prote-
inen besetzten Bindungsstellen. Beﬁndet sich das System für den Zeitraum der FRAP-Messung
im Gleichgewicht, so ändert sich die Anzahl der freien Bindungsstellen nicht mit der Zeit. Dieser
Zustand wird auch durch das lokale Bleichen nicht gestört, da die Proteine dadurch nur "unsicht-
bar" werden, nicht aber ihre Funktion ändern. Aus diesem Grund kann eine Reaktion pseudo
erster Ordnung angenommen werden, bei der die Konzentration der freien Bindungsstellen im
Gleichgewicht (Seq) durch eine veränderte Bindungskonstante k∗on = konSeq beschrieben werden





In allen Modellen wird angenommen, dass das Fluoreszenzsignal für t → ∞ wieder den Aus-
gangswert von 1 erreicht. Der Plateauwert I∞ beträgt somit in allen Fällen 1. Außer wenn eine
zusätzliche völlig immobile Fraktion existiert, ist er entsprechend kleiner. Eine Übersicht über
die im Folgenden beschriebenen Modelle, ist zusätzlich in Tabelle 4.2 gezeigt.
• Zur Beschreibung der Diﬀusion und der eﬀektiven Diﬀusion wurde ein Modell an-
gewandt, das von Axelrod et al. (1976) entwickelt und von Soumpasis (1983) modiﬁziert
wurde. Das Modell beschreibt eine zweidimensionale reine Diﬀusion nach Gleichung 3.4.
Die Konzentration der ﬂuoreszierenden Proteine ist beschrieben durch F (~r, t), bezeichnet
im Folgenden mit F .
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FRAP-Kurven, nach dem Bleichen mit einem uniformen zirkulären Laserproﬁl, werden in
diesem Fall mit folgender Formel beschrieben:















Φ ist die Bleichtiefe, ω der Bleichpunktradius, D die Diﬀusionskonstante und t die Zeit
nach dem Bleichpuls. I0 und I1 sind modiﬁzierte Besselfunktionen erster Gattung. Φ gibt
an, um welchen Anteil das Fluoreszenzsignal durch das Bleichen verringert wurde. Φ und
ω können in separaten Experimenten mit ﬁxierten Zellen oder mit Proteinen, die sehr fest
gebunden sind, wie z.B. der Histoneinheit H2B, ermittelt werden. I∞ ist im Fall der freien
Diﬀusion 1. Somit bleibt für diesen Fall nur ein freier Fitparameter, nämlich D.
Im Falle der eﬀektiven Diﬀusion muss D in Gleichung 3.5 durch Deff ersetzt werden:















Im Falle der eﬀektiven Diﬀusion beinhaltet Deff zum einen die theoretische freie Diﬀusion
D des Proteins ohne jegliche Bindung, und zum anderen eine schnelle Bindung im Vergleich
















• Im Reaktionsbasierten Fall kann der Beitrag der Diﬀusion für die FRAP Messungen
vernachlässigt werden. Ein Bindungszustand nach Gleichung 3.3 kann mit folgender Formel
beschrieben werden (Sprague et al., 2004; McNally, 2008):
I(t) = I∞ − Ceqe−koff t (3.9)




Werden zwei verschiedene Bindungszustände nach Gleichung 3.3 modelliert, so wird eine
zweite Exponentialfunktion hinzugefügt. Die Funktion lautet dann:
I(t) = I∞ − C1eqe−k1off t − C2eqe−k2off t (3.11)
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k∗1on und k∗2on sind in diesem Fall gegeben durch:
k∗1on =
k1offC1eq




Φ− (C1eq + C2eq) (3.12)
• Der komplexeste und damit auch aufwändigste Fall ist der Diﬀusions-Reaktionsgekop-
pelte. Hierbei muss das Diﬀusions- und Reaktionsverhalten und deren gegenseitige Beein-
ﬂussung modelliert werden. Sprague et al. (2004) publizierten ein Modell, in dem analog
zum eﬀektiven Diﬀusionsverhalten die Diﬀusion und eine Bindung nach Gleichung 3.3 die
FRAP-Kurve bestimmen. Im Gegensatz zur eﬀektiven Diﬀusion unterliegt die Bindung
hierbei jedoch nicht der Einschränkung, dass sie schnell im Vergleich zur Diﬀusion sein
muss. Dieses Modell wird im Weiteren als "Diﬀusionsmodell mit einer Bindung" bezeich-















mit w dem Bleichpunktradius, p der Laplacevariablen, K1 und I1 den modiﬁzierten Bes-
selfunktionen erster und zweiter Ordnung. Die Anteile an freiem bzw. gebundenem Protein








Für die in dieser Arbeit untersuchten Prozesse der DNA-Reparatur in strahleninduzierten
Foci ist das Modell von Sprague et al. (2006) sehr geeignet. Sie beschreiben ein Modell zum
Bindungsverhalten eines Transkriptionsfaktors an einen Promotor. Dieser Mechanismus ist
sehr ähnlich zu der hier untersuchten Bindung von Proteinen an DNA-Schadstellen. Der
Transkriptionsfaktor ist ebenfalls homogen im Zellkern verteilt und bindet zusätzlich an
einen Promotor, was zu einer, mit Foci vergleichbaren, hellen Struktur im Kern führt.
Durch das Bleichen dieser Struktur und die Modellierung der FRAP-Kurven kann das
Bindeverhalten des Transkriptionsfaktors an den Promotor untersucht werden. Das von
Sprague et al. (2006) beschriebene zweidimensionale radiale Bindungsmodell wurde auf die
hier vorgestellten Daten zur Proteinbindung in strahleninduzierten Foci angewandt. Dieses
Modell wird imWeiteren als "Diﬀusions-Reaktionsmodell" bezeichnet. Die Grundlagen und
Annahmen des Modells werden im Folgenden vorgestellt.
Der Zellkern wird als eine zylinderförmige Struktur mit dem Radius Rb angenommen.
Ein Fluss über die Zellkernmembran ist nicht möglich. Für die fokale Struktur und den
Bleichpunkt des Lasers werden gleiche Ausdehnungen mit Radius R0 angenommen. Das
Modell beschreibt folgende Bindungen:












3.2 Analyse der Reparaturproteindynamik in lebenden Zellen
Beﬁndet sich das frei diﬀundierende Protein F innerhalb des Fokus mit dem Radius R0,
so kann es, nach Reaktionen pseudo erster Ordnung, an die Bindungsstellen S1 und S2
binden. Ist es außerhalb, so kann es nur an S1 binden. k∗1on bzw. k∗2on sind gegeben durch:
k∗1on = k1onS1eq k
∗
2on = k2onS2eq (3.17)
mit S1eq und S2eq als Gleichgewichtskonzentrationen der freien Bindungsstellen S1 und
S2. Für die Bindung an S1 wird vorausgesetzt, dass diese schnell im Vergleich zur freien
Diﬀusion ist, und diese Bindung deshalb mit dem eﬀektiven Diﬀusionsverhalten beschrieben
werden kann. Daraus ergibt sich: γ1eff = 1 +
k∗1on
k1off
. Die frei diﬀundierende Fraktion F und
die an S1 gebundene Fraktion C1 lässt sich folglich als eine Einheit beschreiben mit F1eff =
F+C1, die verlangsamtes Diﬀusionsverhalten zeigt. Mit den Variablentransformationen u =
Feq,1eff−F1eff und v = C2eq−C2 ergeben sich folgende zu lösende Diﬀerentialgleichungen:












R0 < r ≤ Rb : ∂u
∂t
= D1eff∇2ru (3.20)
Die Anfangsbedingungen sind: u(r, t = 0) = Feq,1eff , v(r, t = 0) = C2eq und u(r, t = 0) = 0.
Mit Hilfe einer Laplacetransformation können diese Gleichungen analytisch gelöst werden.






























I und K sind modiﬁzierte Besselfunktionen erster und zweiter Gattung und p die Laplaceva-
riable. Feq,1eff , der Anteil der Fluoreszenz der anscheinend freien Spezies, also derjenigen,










D bezeichnet das freie Diﬀusionsverhalten des Proteins, ohne Bindung an S1. Da die-
ser Wert jedoch experimentell nicht direkt zugänglich ist, wird er über das Diﬀusionsver-
halten von reinem GFP, welches keine Bindungseigenschaften aufweist, und den Masse-









abgeschätzt, wobei DGFP wieder die über Formel 3.5 bestimmte
Diﬀusionskonstante von reinem GFP beschreibt (siehe Abschnitt 3.2.2). m und mGFP ste-
hen für die Massen des GFP-gekoppelten Proteins und des reinen GFPs (27 kDa). Da die
Bindung an S1 im gesamten Zellkern auftritt, auch wenn die Zelle keine DNA-Schäden auf-
weist, und diese Bindung mit eﬀektivem Diﬀusionsverhalten modelliert wird, kann D1eff
durch Fitten der Messungen in unbestrahlten Zellen mit Formel 3.6 bestimmt werden.
Allerdings sei erwähnt, dass dies nur dann möglich ist, wenn das Diﬀusionverhalten in
unbestrahlten Zellen gleich dem in bestrahlten Zellen außerhalb der Foci ist. Nimmt die
Bleichﬂeckgröße einen beträchtlichen Anteil der Zellkernﬂäche ein, so sollte außerdem das
vom Sprague et al. (2006) beschriebene Diﬀusions-Reaktionsmodell mit vernachlässigbarer
lokaler Bindung verwendet werden.
Damit sind bis auf k∗2on und k2off alle Variablen von Formel 3.21 bekannt, und nur diese
beiden Parameter bleiben als Fitkonstanten. Um die Fits zu berechnen, wurde 3.21 mithilfe
der "Stehfestmethode" laplacerücktransformiert zu I(t). Da das beschriebene Modell auch
eine Normierung der FRAP-Kurven auf 0 für den Wert nach dem Bleichen voraussetzt, und
bei der hier verwendeten Normierung mit Formel 3.1 der Nullwert dem Hintergrundsignal
um die Zelle entspricht, können die Daten nicht direkt mit der Laplacetransformierten I(t)
aus Gleichung 3.21 geﬁttet werden, sondern folgender weiterer Schritt ist nötig:
I(t) = I∞ − Φ + ΦI(t) (3.26)
Mit der schon zuvor beschriebenen Bleichtiefe Φ bezeichnet Formel 3.26 somit schließlich
die Fitfunktion, welche auf die Daten angewandt werden kann. Zusammengefasst müssen
R0, Rb, Φ, D1eff , DGFP , m, mGFP aus anderen Messungen bestimmt werden und als Ein-
gabe zu Verfügung stehen. Damit verbleiben dann lediglich die beiden Fitparameter k∗2on
und k2off .
Von Sprague et al. (2006) sind zusätzlich drei vereinfachte Varianten des Modells beschrie-
ben: (1) Wenn das Binden an S2 vernachlässigt werden kann: "Diﬀusions-Reaktionsmodell
mit vernachlässigbarer lokaler Bindung", (2) wenn die Diﬀusion vernachlässigt werden
kann: "Diﬀusions-Reaktionsmodell reaktionsdominant", (3) wenn zusätzlich zur Bindung
an S1 auch die Bindung an S2 im lokalen Gleichgewicht ist: "Diﬀusions-Reaktionsmodell
mit lokalem Gleichgewicht".
Eine detaillierte Diskussion aller Modelle mit einer Übersicht in Tabelle 4.2 folgt in Abschnitt
4.2.
3.2.6 Analyse des dynamischen Verhaltens von NBS1, MDC1, 53BP1 und
ATR im Zellkern nach Röntgen- und Schwerionenbestrahlung
Um die Ergebnisse zur Reparaturproteindynamik einschätzen und das Diﬀusions-
Reaktionsgekoppelte Modell anwenden zu können, war es zunächst nötig die Diﬀusion von
reinem GFP im Zellkern zu analysieren. Hierfür wurden die Daten mit dem reinen Diﬀusionsmo-
dell, mit I∞ = 0, 985, dem im Abschnitt 3.2.1 bestimmten Bleichpunktradius von ω = 1, 5µm
und einer Bleichtiefe von Φ = 0, 6 geﬁttet. Der resultierende Fit ist als rote Linie in Abbildung
3.11 zu sehen. Die so bestimmte Diﬀusionskonstante beträgt 12,1 ± 0,1 µm2s . Fitversuche mit
dem Reaktionsbasierten Modell und einem Bindungszustand ergaben keine guten Ergebnisse
(Daten nicht gezeigt). Der normierte quadratische Fehler des Fits lag dann bei 113, 9 · 10−6 im
Gegensatz zu 7, 7 · 10−6 für das Diﬀusionsmodell.
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NBS1
Um das dynamische Verhalten von NBS1 näher zu charakterisieren, wurde das Protein zunächst
in unbestrahlten Zellen, also ohne zusätzlich Bindung in Foci untersucht. Die Daten wurden
mit dem Reaktionsbasierten Modell mit einem Bindungszustand und mit dem Diﬀusionsmodell
geﬁttet. Ersteres ergab nur ein mäßiges Ergebnis mit einem normierten quadratischen Fehler
des Fits von 0, 3 · 10−3 (siehe Abbildung 3.14a), während der Diﬀusionsﬁt, mit einem normierten
quadratischen Fehler von 0, 1·10−3, sehr gut passte. Hieraus ergibt sich für NBS1 in unbestrahlten
Zellen eine eﬀektive Diﬀusionskonstante von 0,247 ± 0,003 µm2s (siehe Abbildung 3.14b).






































Abbildung 3.14: Reaktions- und Diﬀusionsﬁt von NBS1-GFP in unbestrahlten U2OS Zellen. (a):
Einkomponenten-Reaktionsﬁt (b): Diﬀusionsﬁt. Fehlerbalken: Standardabweichung.
Nachdem die Dynamik des NBS1 Proteins im Milieu des Kernplasmas bekannt war, konnte
das Bindeverhalten von NBS1 in strahleninduzierten Foci untersucht werden. Im Zentrum der
Analyse stand hierbei der Einﬂuss verschiedener Schadensdichten nach Schwerionenbestrahlung.
Hierfür wurden FRAP Messungen in den strahleninduzierten Foci nach unterschiedlicher Be-
strahlung durchgeführt. Zunächst war jedoch zu klären, ob die NBS1-Moleküle, welche nicht in
den Foci binden, nach Bestrahlung noch die gleichen dynamischen Eigenschaften zeigen wie in
unbestrahlten Zellen. Hierfür wurden die Zellen zunächst mit Xe-Ionen (LET = 8655 keVµm ) schräg
bestrahlt. In den anschließenden FRAP Messungen wurden nicht Foci des streifenförmigen Scha-
densmusters gebleicht, sondern eine beliebige Stelle außerhalb des DNA-Schadens. Das Ergebnis
ist in Abbildung 3.15 gezeigt (Xe nicht in Foci). Beim Vergleich dieser Messung mit der von
unbestrahlten Zellen ist kein merklicher Unterschied zu erkennen.
Alle anderen Messungen aus Abbildung 3.15, in strahleninduzierten Foci, verlaufen deutlich tiefer
und zeigen somit eine zusätzliche NBS1 Bindung an die Schäden. Der Verlauf dieser Kurven ist
bis ca. 10 s für alle nahezu identisch. Zu längeren Zeiten laufen die Kurven jedoch leicht ausei-
nander, wobei die Tendenz zu erkennen ist, dass mit steigendem LET (Röntgen < C < Ar < Ni
< Xe < U), also mit steigender Schadensdichte die Kurven immer ﬂacher werden.
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Abbildung 3.15: NBS1 Dynamik nach DNA-Schadensinduktion. FRAP Messungen von NBS1-GFP in U2OS
Zellen nach Ionen- und Röntgenbestrahlung. Die Mobilität in unbestrahlten Zellen ist zum Vergleich gezeigt.
"Xe nicht in Foci" beschreibt Messungen nach Xe-Ionenbestrahlung, aber nicht in Foci des DNA-Schadensteifens,
sondern außerhalb dessen an beliebigen Stellen im Zellkern. Zur übersichtlicheren Darstellung sind keine Fehler-
balken gezeigt. In Abbildungen 3.14, 3.16, 3.17 und 3.21 sind die Fehlerbalken einiger Messungen eingezeichnet.
Alle anderen sind vergleichbar.
Abbildung 3.16: NBS1 Dynamik in Foci nach Ar-Ionenbestrahlung mit und ohne CK2-Inhibition. Fehlerbalken:
Standardabweichung.
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Vergleicht man das Verhalten von NBS1 nach Ar-Ionenbestrahlung mit und ohne CK2-Inhibition
durch TBB, so ist zu sehen, dass nach CK2-Inhibition die Kurve zunächst deutlich schneller an-
steigt, zu späteren Zeiten aber einen ﬂacheren Verlauf hat als die Kurve ohne Inhibition (siehe
Abbildung 3.16).
Alle Kurven aus Abbildung 3.15 und 3.16, bis auf die der unbestrahlten Zellen, wurden mit dem
Reaktionsbasierten und dem Diﬀusions-Reaktionsmodell geﬁttet. In allen Fällen beschrieb der
einkomponentige Reaktionsﬁt die Daten nur sehr schlecht (Daten nicht gezeigt). Der zweikompo-
nentige Reaktionsﬁt passte sich immer sehr gut in die Daten ein (Daten nicht gezeigt), jedoch be-
trug die Anzahl der Fitparameter hierbei 4. Die Fits des Diﬀusions-Reaktionsmodells sind für zwei
Messungen beispielhaft in Abbildung 3.17 dargestellt. Mit der Eingabe vonD1eff = 0, 25
µm2
s aus
den Messungen der unbestrahlten Zellen, einem Bleichpunktradius von 1,5 µm, einem Zellkern-
radius von 9,2 µm und einer Masse von NBS1 mit der Tandem-GFP-Markierung von 137 kDa
passten diese Fits mit nur 2 Fitparametern sehr gut in die Messdaten. Auch für alle anderen
Kurven aus Abbildung 3.15 passten diese Fits, analog zu den in Abbildung 3.17 beispielhaft
gezeigten, sehr gut in die Daten (Daten nicht gezeigt).






































Abbildung 3.17: Fits mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell von NBS1-GFP in U2OS Zellen nach U-Ionen- und
Röntgenbestrahlung. (a): U-Ionenbestrahlung (b): Röntgenbestrahlung. Fehlerbalken: Standardabweichung.
Die aus dem Diﬀusions-Reaktionsmodell resultierenden Fitparameter für k∗2on und k2off sind in
Tabelle 3.1 und in Abbildung 3.18a in Abhängigkeit vom LET dargestellt. k2off fällt sehr deutlich
mit steigendem LET. Nach Röntgenbestrahlung betrug der Wert für k2off 0,047
1
s , nach Xe- und
Uranionenbestrahlung 0,010 1s und 0,011
1
s . Die Werte für C-, Ar- und Ni-Ionenbestrahlung lagen




s dazwischen. Auch für k
∗
2on ist die Tendenz zu beobachten, dass
die Werte mit steigendem LET fallen, allerdings ist die Streuung hier größer. Sie betrugen nach
Röntgenbestrahlung 0,372 1s , im mittleren LET-Bereich nach C-, Ar- und Ni-Ionenbestrahlung




s und bei sehr hohem LET nach Xe- und U-Ionenbestrahlung 0,071
1
s





der Wert von k2off=0,007
1
s geringer ist als ohne Inhibition.
Berechnet man Feq,1eff nach Formel 3.25 für die unterschiedlichen Arten der Bestrahlung so
erhält man die in Tabelle 3.1 und Abbildung 3.18b gezeigten Ergebnisse. C2eq bestimmt sich
einfach aus C2eq = 1 − Feq,1eff . Für den gesamten LET-Bereich liegen die Werte für Feq,1eff
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zwischen 0,78 und 0,80, lediglich die der C-Ionenbestrahlung und die der Ar-Bestrahlung mit
CK2-Inhibition liegen deutlich höher bei 0,89 und 0,93.
Tabelle 3.1: Ergebnisse der Fits mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell. Feq,1eff ist nach Formel 3.25 aus k∗2on,
k2off und γ1eff bestimmt.













Röntgen 1 0,372 ± 0,024 0,047 ± 0,002 0,78 ± 0,01
C-Ionen 170 0,089 ± 0,004 0,026 ± 0,001 0,89 ± 0,01
Ar-Ionen 1550 0,164 ± 0,008 0,023 ± 0,001 0,80 ± 0,01
Ni-Ionen 3430 0,243 ± 0,008 0,030 ± 0,001 0,78 ± 0,01
Xe-Ionen 8655 0,071 ± 0.005 0,010 ± 0,001 0,80 ± 0,02
U-Ionen 15000 0,077 ± 0,004 0,011 ± 0,001 0,80 ± 0,02
Ar-Ionen,
CK2 inhibiert
1550 0,016 ± 0,004 0,007 ± 0,001 0,93 ± 0,02
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Abbildung 3.18: Fitparameter des Diﬀusions-Reaktionsmodells in Abhängigkeit des LET. (a): k∗2on und k2off
in Abhängigkeit des LET nach verschiedenen Arten der Bestrahlung (b): Der aus k∗2on und k2off bestimmte
oﬀensichtliche Diﬀusion- und Bindungsanteil (Feq,1eff und C2eq) in Abhängigkeit des LET nach verschiedenen
Arten der Bestrahlung. Fehlerbalken: Asymptotischer Standardfehler.
Die CK2-Inhibition führte zu deutlich verringerten Werten von k∗2on und koff . Außerdem änderte
sich die Morphologie der NBS1 Foci (siehe Abbildung 3.19). Mit Inhibition waren sie deutlich
schwächer und zeigten eine kleinere und feinere Struktur. Die MDC1-Focistruktur änderte sich
jedoch nicht.
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Abbildung 3.19: Immunﬂuoreszenzfärbung von NBS1 und MDC1 nach Au-Ionenbestrahlung mit und ohne CK2-
Inhibitor. U2OS-Zellen wurden 10 min nach Au-Ionenbestrahlung mit Paraformaldehyd ﬁxiert und anschließend
immunzytochemisch mit Alexa488 gegen NBS1 und mit Alexa568 gegen MDC1 (rot) gefärbt. Die DNA wurde
mit DAPI gefärbt (blau). Maßstab 10 µm.
Eine quantitative Analyse der absoluten Fociintensität ist sehr schwierig, da sie durch viele Fak-
toren wie Expressionslevel der Zelle, Anregungsintensität und Aufnahmesensitivität beeinﬂusst
wird. Aus diesen Gründen wurde auf diesen Aspekt der Auswertung fast völlig verzichtet. Zur
Interpretation der Ergebnisse wurde trotzdem das Verhältnis der mittleren Fociintensität zur
mittleren Intensität des gesamten Zellkerns bestimmt. Nach den oben aufgeführten Annahmen
entspricht die Focigröße der Bleichpunktgröße. Folglich wurden die mittleren Intensitäten des ge-
bleichten Punkts und des gesamten Zellkerns vor dem Bleichen, wie in Abbildung 3.10o gezeigt,
berechnet. Das so bestimmte Verhältnis VZelle,Foci = IZelleIFokus nach U-Ionenbestrahlung betrug 0,65± 0,06. Setzt man voraus, dass gleiche Anteile der oﬀensichtlich freien Fraktion (tatsächlich freien
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und an S1 transient gebundenen) und der in den Foci zusätzlich gebundenen Fraktion gebleicht
wurden, so entspricht VZelle,Foci Feq,1eff . Durch diese experimentelle Abschätzung verbleibt mit
Formel 3.25 nur noch ein freier Fitparameter, nämlich k∗2on oder k2off . Unabhängig ob k∗2on oder
k2off geﬁttet wird, bleibt die Fitqualität gleich (identische mittlere quadratische Abweichung).
Der resultierende Fit kann die experimentellen Daten nicht gut beschreiben (siehe Abbildung
3.20).

















Abbildung 3.20: Fit der Messung nach U-Ionenbestrahlung mit festgelegtem VZelle,Foci und damit nur einem
freien Fitparameter. Fitten von k∗2on oder k2off führt zur identischen Kurve. Fehlerbalken: Standardabweichungen.
Um das Fitverhalten des Diﬀusions-Reaktionsmodells besser zu verstehen, wurden gleiche Daten-
reihen in voller Länge (65 s) und gekürzt (50 s und 30 s) geﬁttet. Das Ergebnis ist in Abbildung
3.21 für die Kurven nach C-Ionen- und U-Ionenbestrahlung gezeigt. Alle Fits passen sich gut in
die Daten ein, allerdings hat die Messdatenlänge einen deutlichen Einﬂuss auf die Fitergebnisse.
Dies ist in Tabelle 3.2 aufgeführt. Mit abnehmender Messdatenlänge nehmen k∗2on und k2off im
C-Ionen und U-Ionen bestrahlten Fall deutlich zu.














U-Ionen 0-65 s 0,077 ± 0,004 0,011 ± 0,001
0-50 s 0,106 ± 0,007 0,015 ± 0,001
0-30 s 0,174 ± 0,019 0,022 ± 0,002
C-Ionen 0-65 s 0,089 ± 0,004 0,026 ± 0,001
0-50 s 0,114 ± 0,007 0,032 ± 0,001
0-30 s 0,176 ± 0,016 0,045 ± 0,003
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U, bis 30 s
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Abbildung 3.21: Einﬂuss der Messdatenlänge auf das Fitergebnis. Die in Abbildung 3.15 gezeigten NBS1 FRAP





Wie bereits zuvor beschrieben, zeigte MDC1 im Vergleich zu NBS1 und ATR in unbestrahlten
Zellen eine deutlich langsamere Intensitätszunahme in den FRAP-Experimenten (siehe Abbil-
dung 3.12). Zur quantitativen Analyse wurden auch diese Daten mit dem eﬀektiven Diﬀusi-
onsmodell geﬁttet. Der Fit passte sich hierbei gut in die Daten ein (siehe Abbildung 3.22a).
Allerdings zu Beginn der Kurve bis ca. 40 s, zeigte der Fit eine leichte systematische Abweichung
von den Daten (siehe Abbildung 3.22b). Unter diesen Voraussetzungen wurde eine eﬀektive
Diﬀusionskonstante Deff von 0,0288 ± 0,0003 µm
2
s bestimmt. Der Fit hatte hierbei eine nor-
mierte quadratische Abweichung von 0, 42 ·10−3. Versuche die Daten mit dem einkomponentigen
Reaktionsbasierten Modell zu beschreiben, führten nicht zum Erfolg. Der Fit zeigte mit einer
normierten quadratischen Abweichung von 2, 6 · 10−3 einen von den Daten völlig abweichenden
Verlauf (Daten nicht gezeigt). Erst durch das Hinzufügen der zweiten Bindung konnte mit dem
zweikomponentigen Reaktionsbasierten Modell ein guter Fit erzeugt werden, mit einer normier-
ten quadratischen Abweichung, ähnlich zu der des Diﬀusionsﬁts von 0, 41 · 10−3 (Daten nicht
gezeigt).




































Abbildung 3.22: FRAP Messungen von MDC1-GFP in unbestrahlten U2OS-Zellen mit Diﬀusionsﬁt. (a): Mes-
sung über den gesamten Zeitraum von ca. 700 s (b): Vergrößerter Ausschnitt aus (a) mit Darstellung bis 100 s.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
Nach der Analyse der Proteinmobilität in unbestrahlten Zellen, wurde schließlich das Binde-
verhalten von MDC1 nach DNA-Schadensinduktion bei verschiedenen Arten der Bestrahlung
untersucht. Abbildung 3.23 stellt die Ergebnisse im Überblick dar, wobei die zuvor analysierte
Kurve der unbestrahlten Zellen zum Vergleich aufgezeigt ist. Das Bindeverhalten von MDC1
wurde nach C-, Ru-, Au-Ionenbestrahlung und nach Röntgenbestrahlung untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass MDC1 nach Bestrahlung mit den sehr schweren Ru- oder Au-Ionen nicht nur in
den Foci, sondern auch im gesamten Zellkern eine verminderte Mobilität zeigte (entsprechende
Messungen sind mit "nicht in Foci" gekennzeichnet).
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Abbildung 3.23: MDC1-GFP Dynamik in U2OS Zellen nach DNA-Schadensinduktion mit Röntgen- und Io-
nenbestrahlung. Die Messung in unbestrahlten Zellen ist zum Vergleich gezeigt. "Nicht in Foci" beschreibt FRAP
Messungen nach Ionenbestrahlung, aber nicht in Foci des Streifens, sondern außerhalb an beliebigen Stellen im
Zellkern. Für eine übersichtlichere Darstellung wurden keine Fehlerbalken gezeigt. Diese sind in den Abbildungen
3.22, 3.24, 3.25 und 3.27 für die einzelnen Kurven dargestellt.
In die folgende quantitative Analyse der Daten wurde die Messung nach Ru-Ionenbestrahlung
nicht mit aufgenommen, da diese deutlich kürzer, bis nur ca. 200 s, gemessen wurde. Zum bes-
seren Vergleich wurden alle anderen Daten nach Röntgen-, C-Ionen- und Au-Ionenbestrahlung
einheitlich bis 590 s geﬁttet. Die Fits mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell sind in Abbildung
3.24 aufgezeigt mit den entsprechenden resultierenden Fitparametern in Tabelle 3.3. Hierzu wur-
de für D1eff der Wert aus den Messungen unbestrahlter Zellen verwendet. Außerdem wurde der
Zellkernradius auf 9,6 µm bestimmt und es wurde eine Proteinmasse von 257 kDa angenommen.
Das Modell beschriebt die Messungen nach Röntgen- und C-Ionenbestrahlung in Foci gut (siehe
Abbildung 3.24a und 3.24b). Der Fit für die Foci-Messungen nach Au-Ionenbestrahlung weicht
aber von den Messdaten ab (siehe Abbildung 3.24c). Dieser Fit verläuft zwischen 100 s und 400 s
unter den Daten und davor und danach über den Daten. Diese Tendenz war auch in den anderen
Messungen in Abbildungen 3.24a und 3.24b leicht zu erkennen, aber deutlich weniger ausgeprägt.
Die vereinfachten Varianten dieses Diﬀusions-Reaktionsmodells ergaben bei vernachlässigter Dif-
fusion in keinem Fall einen akzeptablen Fit und auch bei angenommenem lokalem Gleichgewicht
an S2 waren die Fits sehr schlecht.
Das Reaktionsbasierte Modell mit einer Komponente passte in keinem Fall in den schnellen An-
stieg am Anfang der Kurven. Aber auch für den verbleibenden langsamen Verlauf passte die
Krümmung dieser Fits nicht in die Messdaten. Am Anfang und Ende der Kurven traten immer
eindeutige systematische Abweichungen auf (Daten nicht gezeigt). Erst durch das Einführen ei-
nes zusätzlichen Bindungszustandes konnten die Kurven mit dem Reaktionsbasierten Modell gut
beschrieben werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.24: Fits der in Abbildung 3.23 gezeigten Messungen mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell. Fehler-
balken: Standardabweichung.
Tabelle 3.3: Fitergebnisse der Messungen in Foci aus Abbildungen 3.24, 3.27a, 3.27b und 3.30 mit dem Diﬀusions-
Reaktionsmodell.














































3.2 Analyse der Reparaturproteindynamik in lebenden Zellen
Da das Diﬀusions-Reaktionsmodell auf der bestimmten Proteinmobilität in unbestrahlten Zellen
bzw. außerhalb des Fokus beruht und sich diese, wie gezeigt, nach Bestrahlung mit sehr schwe-
ren Ionen ändert, wurde versucht diese veränderte Mobilität mit dem eﬀektiven Diﬀusionsﬁt zu
bestimmen. Der neue Parameter für Deff könnte dann als korrigierte Eingabe für den Fit der
Foci-Messungen nach sehr schweren Ionen dienen, und diese möglicherweise verbessern. Es zeigte
sich aber, dass die Messung der MDC1-Mobilität nach Au-Ionenbestrahlung, außerhalb von Foci,
nicht mit dem Diﬀusionsmodell beschrieben werden konnte. Der Fit passte, wie in Abbildung
3.25a zu sehen, nicht in die Daten. Eine mögliche Ursache für das schlechte Fitergebnis könnte
sein, dass das eﬀektive Diﬀusionsmodell nur sehr schnelle Bindungen beschreiben kann. Aus die-
sem Grund wurden die Daten auch mit dem Diﬀusionsmodell mit einer Bindung geﬁttet. Hierbei
wurde für die Diﬀusion der Wert angenommen, der in unbestrahlten Zellen ermittelt wurde, also
Deff=0,029
µm2
s . Der resultierende Fit beschreibt die Daten sehr gut (siehe Abbildung 3.25b).
Das Fitergebnis für k∗2on und k2off ist in Tabelle 3.4 (obere Zeile) gelistet.




































Diffusionsmodell mit einer Bindung
(b)
Abbildung 3.25: Fit der in Abbildung 3.23 gezeigten Messung nach Au-Ionenbestrahlung, nicht in Foci, mit
dem (a): Diﬀusionsmodell und dem (b): Diﬀusionsmodell mit einer Bindung. Für das Diﬀusionsmodell mit einer
Bindung wurde die eﬀektive Diﬀusionskonstante Deff=0,029 µm
2
s
aus den Messungen der unbestrahlten Zellen
eingesetzt. Fehlerbalken: Standardabweichung.
Tabelle 3.4: Fitergebnisse der Messungen nicht in Foci aus Abbildungen 3.25b, 3.27c und 3.27d mit dem Diﬀu-
sionsmodell mit einer Bindung.






















Im nächsten Schritt wurde der Einﬂuss der Kinasen CK2 und ATM zusammen mit DNA-PK
auf die MDC1-Bindung untersucht. Hierbei wurden, wie im Abschnitt 2.1.6 beschrieben, die
speziellen Inhibitoren TBB und KU55933 zusammen mit IC86621 angewandt. Bei gleichzeitiger
Inhibition von ATM und DNA-PK änderte sich der Kurvenverlauf der Messungen in Foci und
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außerhalb der Foci nach Au-Ionenbestrahlung leicht (siehe Abbildung 3.26). In beiden Fällen
verläuft die Kurve bei Inhibition etwas höher. Die Messungen mit Inhibition ließen sich etwas
besser mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell beschreiben. Dennoch war der Fit auch nach Inhibi-
tion nicht optimal (vergleiche Abbildungen 3.27a und 3.27b). Die Fitergebnisse sind in Tabelle
3.3 gezeigt. In weiteren Fitversuchen zeigte sich, dass auch die Kurven mit Inhibition nicht mit
den vereinfachten Varianten des Diﬀusions-Reaktionsmodells beschrieben werden konnten (Da-
ten nicht gezeigt). Analog zu den Messungen ohne Inhibitor, ließen sich auch die Messungen mit
Inhibitor außerhalb der Foci gut mit dem Diﬀusionsmodell mit einer Bindung beschreiben (siehe
Abbildungen 3.27c und 3.27d). Diese Fitergebnisse sind in Tabelle 3.4 gelistet.
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Abbildung 3.26: MDC1-GFP FRAP-Messungen in U2OS-Zellen nach Ionenbestrahlung ohne und mit CK2-
Inhibition oder ATM- und DNA-PK Doppelinhibition. Für eine übersichtlichere Darstellung wurden keine Feh-
lerbalken gezeigt. Diese sind in den Abbildungen 3.27 und 3.30 dargestellt.
Um die verringerte MDC1-Mobilität im gesamten Zellkern nach Bestrahlung mit sehr schweren
Ionen besser zu verstehen, wurden nach Zellﬁxierung mit Paraformaldehyd immunzytochemische
Färbungen gegen γH2AX durchgeführt, da MDC1 an dieses binden kann. Die Zellen wurden dafür
entweder mit Au-Ionen in "Streifengeometrie" oder mit Röntgenstrahlung bestrahlt. Außerdem
wurden die Kinasen ATM und DNA-PK, deren Aktivität zur γH2AX-Bildung führt, inhibiert.
Die Ergebnisse nach Au-Ionenbestrahlung sind in Abbildung 3.28, die nach Röntgenbestrah-
lung in Abbildung 3.29 gezeigt. MDC1 wurde zusätzlich immunzytochemisch mit dem Farbstoﬀ
Alexa568 markiert. Im Fall der Au-Ionenbestrahlung führt die Inhibition zu einem deutlicher
erkennbaren Schadensmuster. Sowohl MDC1 als auch γH2AX bildet nach Inhibition kontrast-
reichere Streifen. Für die durch Röntgenbestrahlung induzierten Foci zeigt sich ein anderes Bild.
Diese werden durch die Inhibition in allen drei Färbungen schwächer, und der Anteil der Zellen
mit strahleninduzierten Foci verringert sich.
Wie in Abbildung 3.26 zu sehen, führte die CK2-Inhibition bei Ar-Ionenbestrahlung zu ei-
ner sehr deutlichen Verschiebung der FRAP Kurve nach unten. Diese Messungen reichen nur
bis 200s, trotzdem konnten beide Kurven, wie alle anderen MDC1 Messungen zuvor, weder
mit dem einkomponentigen Reaktionsbasierten Modell, noch mit den vereinfachten Varianten
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des Diﬀusions-Reaktionsmodells beschrieben werden. Lediglich die Fits des nicht vereinfachten
Diﬀusions-Reaktionsmodells passten sich, wie in Abbildung 3.30 zu sehen, mit nur kleinen Ab-
weichungen in die Daten ein. Die resultierenden Fitparameter sind in Tabelle 3.3 gelistet. Durch
die CK2 Inhibition verringerten sich k∗2on und k2off deutlich. Feq,1eff stieg dadurch von 0,31 auf
0,44 an.
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Abbildung 3.27: Fits der in Abbildung 3.26 gezeigten Messungen nach Au-Ionenbestrahlung ohne und mit
ATM und DNA-PK Inhibition. (a) und (b): Messungen in Foci, geﬁttet mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell.



























Abbildung 3.28: Immunﬂuoreszenzfärbung von MDC1 und γH2AX nach Au-Ionenbestrahlung ohne und mit
ATM- und DNA-PK-Doppelinhibition. U2OS-Zellen, stabil transﬁziert mit MDC1-GFP (grün), wurden 1 h nach
Au-Ionenbestrahlung mit Paraformaldehyd ﬁxiert und anschließend immunzytochemisch mit Alexa568 gegen
MDC1 (rot) und mit Atto647N gegen γH2AX (grau) gefärbt. DNA wurde mit DAPI gefärbt (blau). Zur bes-
seren Darstellung des gesamten Intensitätsbereichs sind die Bilder mit einer Gammakorrektur von 0,7 dargestellt.
Maßstab 10 µm.



















Abbildung 3.29: Immunﬂuoreszenzfärbung von MDC1 und γH2AX nach 2 Gy Röntgenbestrahlung ohne und
mit ATM- und DNA-PK-Doppelinhibition. U2OS-Zellen, stabil transﬁziert mit MDC1-GFP (grün), wurden 1 h
nach Röntgenbestrahlung mit Paraformaldehyd ﬁxiert und anschließend immunzytochemisch mit Alexa568 gegen
MDC1 (rot) und mit Atto647N gegen γH2AX (grau) gefärbt. DNA wurde mit DAPI gefärbt (blau). Zur besse-
ren Darstellung des gesamten Intensitätsbereichs sind die Bilder mit einer Gammakorrektur von 0,7 dargestellt.
Maßstab 10 µm.
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Abbildung 3.30: Fits mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell der in Abbildung 3.26 gezeigten Messungen nach
Ar-Ionenbestrahlung ohne und mit CK2 Inhibition. Fehlerbalken: Standardabweichung.
53BP1
Die Fitanalyse der 53BP1-Mobilität im Kern unbestrahlter Zellen erwies sich als schwierig. Zu-
nächst zeigte sich, dass mit dem Diﬀusionsﬁt die Daten nicht gut beschrieben werden konnten.
Sowohl zu Beginn der Messkurve, als auch am Ende wich der Fit stark von den Messdaten ab.
Nachdem I∞ von 1,00 auf 0,97 reduziert wurde, konnte der Fit den späten leichten Anstieg der
Kurve beschreiben (siehe Abbildung 3.31a), aber zu kurzen Zeiten gab es noch immer Abwei-
chungen, was in einer vergrößerten Darstellung bis 100 s in Abbildung 3.31b gezeigt ist. Die so
bestimmte Diﬀusionskonstante betrug Deff=0,0125 ± 0,0002 µm
2
s für einen Bleichpunktradius
von ω = 1, 5µm. Auch die Analyse mit dem einkomponentigen Reaktionsmodell ergab deutliche
Abweichungen und keine guten Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Der Versuch die Daten mit dem
Diﬀusionsmodell mit einer Bindung zu beschreiben ergab, dass die Werte für k∗on und koff nicht
explizit, sondern nur deren Verhältnis bestimmt werden konnte, was ein Anzeichen für eﬀektives
Diﬀusionsverhalten ist. Das zweikomponentige Reaktionsmodell, mit 5 Fitparametern (I∞ als
zusätzlicher freier Fitparameter), konnte die Daten schließlich, abgesehen von den ersten ca 2 s
nach dem Bleichen, gut beschreiben (Daten nicht gezeigt).
FRAP-Messungen in strahleninduzierten Foci zeigten eine starke Verminderung der Mobilität,
verglichen zu der in unbestrahlten Zellen (siehe Abbildung 3.32). Eine nur sehr langsame Zu-
nahme der Fluoreszenz in den gebleichten Foci war zu beobachten. Selbst zu Zeiten später als
800 s überschritt das Signal nicht 80% der ursprünglichen Intensität. Die FRAP Kurven in
strahlungsinduzierten Foci zeigten sehr unterschiedliches Verhalten. Die Intensität in den durch
Röntgen-, Ru-Ionen- und Fe-Ionenbestrahlung induzierten Foci stieg, verglichen zu der nach Au-
und insbesondere Kr- und C-Ionenbestrahlung, initial deutlich schneller an. Eine Korrelation
mit dem LET bestand hierbei allerdings nicht. Messungen in ionenbestrahlten Zellen außerhalb
der Foci zeigten keine deutliche Veränderung der Proteinmobilität im Vergleich zu unbestrahlten
Zellen.
Obwohl der Fit mit dem eﬀektiven Diﬀusionsmodell für die Messungen der unbestrahlten Zel-
len, wie oben beschrieben, bis ca. 100 s nicht gut in die Daten passte, wurde das Ergebnis für
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Abbildung 3.31: 53BP1-GFP Mobilität in unbestrahlten U2OS Zellen geﬁttet mit dem Diﬀusionsmodell. (a):
Messung über den gesamten Zeitbereich von ca. 1050 s (b): Vergrößerter Ausschnitt aus (a) mit Darstellung bis
100 s. Fehlerbalken: Standardabweichung.
D1eff verwendet, um die FRAP-Messungen in den strahleninduzierten Foci mit dem Diﬀusions-
Reaktionsmodell zu ﬁtten. Für den besseren Vergleich der Ergebnisse wurden die Messkurven
einheitlich bis 600 s geﬁttet, und die deutlich kürzere Messung nach Ru-Ionenbestrahlung wurde
nicht ausgewertet. Für die Proteinmasse wurde eine Wert von 244 kDa angenommen und der
Zellkernradius wurde auf 10,2 µm bestimmt. Die resultierenden Fits sind in Abbildung 3.33 ge-
zeigt. Bei allen Messungen sind bis ca. 100 s deutliche Abweichungen der Fits von den Messdaten
zu erkennen. Danach passen sich die Fits in allen Fällen mit kleinen Abweichungen gut in die
Daten ein. Die sich ergebenden Fitkonstanten sind in Tabelle 3.5 gelistet. Feq,1eff ergibt sich
hierbei nach Formel 3.25 aus k∗2on, k2off und γ1eff . Für alle drei bestimmten Parameter ist
keine Korrelation mit der Schadensdichte, also dem LET, zu erkennen.
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Abbildung 3.32: 53BP1-GFP Dynamik in U2OS Zellen nach DNA-Schadensinduktion mit Röntgen- und Ionen-
bestrahlung. Die Messung in unbestrahlten Zellen ist zum Vergleich gezeigt. "Nicht in Foci" beschreibt FRAP
Messungen nach Ionenbestrahlung, aber nicht in Foci des Streifens, sondern außerhalb an einer beliebigen Stelle
im Zellkern. Aus Gründen der Übersichtlichkeit, wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet. Diese sind
in den Abbildungen 3.31 und 3.33 gezeigt.
64
3.2 Analyse der Reparaturproteindynamik in lebenden Zellen

















Röntgen 1 0,71 ± 0,02 0,00091 ±
0,00002
0,37 ± 0,01
C-Ionen 170 0,95 ± 0,01 0,000619 ±
0,000007
0,232 ± 0,004
Fe-Ionen 3050 0,82 ± 0,05 0,0012 ±
0,0001
0,40 ± 0,03
Kr-Ionen 4600 1,31 ± 0,02 0,00080 ±
0,00001
0,22 ± 0,01
Au-Ionen 13000 0,84 ± 0,01 0,00086 ±
0,00001
0,32 ± 0,01
Versuche, die Daten mit den vereinfachten Varianten des Diﬀusions-Reaktionsmodells zu be-
schreiben, führten in keinem Fall zu einem guten Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
Durch den sehr langsamen und nicht sättigenden Anstieg der Kurven, erwies sich das Diﬀusi-
onsmodell zum Fitten der Messdaten als völlig ungeeignet. Die Kurven wurden deswegen mit
dem Reaktionsbasierten Modell mit einer Bindungskomponente geﬁttet (Daten nicht gezeigt). In
allen Fällen wich der Fit deutlich von den ersten Datenpunkten ab, zu späteren Zeiten, nach ca.
200 s, passte er sich besser in die Daten ein. Die letzten Messpunkte der Kurven lagen in allen
Fällen wieder deutlich über dem Fit. Somit konnte das 53BP1-Bindeverhalten in den Foci auch
mit dem einkomponentigen Bindungsmodell nicht gut beschrieben werden.
Da die Schadensdichte oﬀensichtlich nicht die unterschiedlichen Messergebnisse bewirkte, wurde
der Vermutung nachgegangen, dass ein unterschiedliches Proteinexpressionslevel die Ursache sein
könnte. Aus diesem Grund wurde die mittlere Fluoreszenzintensität im Fokus und im gesamten
Kern der einzelnen Zellen bestimmt. Auf diese Weise wurde experimentell ermittelt, ob eine hö-
here Gesamtproteinmenge zu einer vermehrten Bindung in den Foci führt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 3.34 für Au-Ionen- und Röntgenbestrahlung gezeigt. Es ist eine deutliche lineare



































































































Abbildung 3.33: Fits der in Abbildung 3.32 gezeigten Messungen in Foci mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
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Abbildung 3.34: Korrelation zwischen der mittleren Fluoreszenzintensität im gesamten Zellkern und in den
Foci, nach Röntgen (a) und nach Au-Ionenbestrahlung (b).
ATR
Auch für ATR wurde zunächst das dynamische Verhalten im Kernplasma von unbestrahlten Zel-
len untersucht. Die entsprechende FRAP-Messung ist in Abbildung 3.35 mit dem Diﬀusions-Fit
dargestellt, der für einen Bleichpunktradius von 1,5 µm eine eﬀektive Diﬀusionskonstante von
0,50 ± 0,01 µm2s ergibt und sich sehr gut in die Daten einpasst. Versuche, die Daten mit dem
einkomponentigen Reaktionsbasierten Modells zu beschreiben, erbrachten keine guten Fitergeb-
nisse (Daten nicht gezeigt).
Messungen von ATR in strahleninduzierten Foci nach Cr- und Au-Ionenbestrahlung zeigten
eine deutliche Reduktion der ATR-Mobilität (siehe Abbildung 3.35). Die Kurve nach Au-
Ionenbestrahlung lag unter der nach Cr-Ionenbestrahlung. Messungen nach Röntgenbestrahlung
waren nicht möglich, da diese Art der Bestrahlung keine deutlichen Foci induzierte (siehe auch
Abschnitt 3.1.2). In Abbildung 3.35 sind für die zwei Messungen nach Ionenbestrahlung die Fits
mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell dargestellt. Hierfür wurde der Zellkernradius auf 10,0 µm
bestimmt und eine Proteinmasse von 318 kDa angenommen. In keinem Fall passt sich der Fit
gut in die Daten ein. Er verläuft zu frühen Zeiten immer über der Messkurve, bei mittleren
Zeiten darunter und schließlich bei langen Zeiten wieder über den Messdaten. Auch wenn mit
diesem Modell die Daten nach Schwerionenbestrahlung nicht genügend gut beschrieben werden
konnten, sind die Fitergebnisse in Tabelle 3.6 zur Einschätzung der Größenordnung aufgeführt.
Die in Abbildung 3.35 gezeigten Daten nach Ionenbestrahlung wurden auch mit dem Diﬀusions-
modell, dem Reaktionsmodell mit einem Bindungszustand und den vereinfachten Varianten des
Diﬀusions-Reaktionsmodells geﬁttet. Allerdings wurden hierbei in keinem Fall gute Ergebnisse
erzielt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.35: Dynamik von ATR-GFP in U2OS Zellen. FRAP-Messungen von ATR-GFP in unbestrahlten
Zellen und in strahlungsinduzierten Foci nach Cr- und Au-Ionenbestrahlung. Die Messungen unbestrahlter Zellen
sind mit dem eﬀektiven Diﬀusionsmodell geﬁttet, die nach Ionenbestrahlung mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell.
Fehlerbalken: Standardabweichung.
Tabelle 3.6: Ergebnisse für k∗2on und k2off der in Abbildung 3.35 gezeigten Fits mit dem Diﬀusions-
Reaktionsmodell. Feq,1eff ist nach Formel 3.25 aus k∗2on und k2off bestimmt.













Cr-Ionen 2630 0,088 ± 0,004 0,0184 ±
0,0005
0,69 ± 0,01
Au-Ionen 13000 0,072 ± 0,002 0,0111 ±
0,0002
0,62 ± 0,01
Da der Fit des Diﬀusions-Reaktionsmodells zu kurzen Zeiten immer über den Daten verläuft, ist
anzunehmen, dass mit einem verringerten D1eff die Daten besser beschrieben werden könnten.
Aus diesem Grund wurden die Daten erneut mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell geﬁttet, wobei
D1eff allerdings als freier Fitparameter mitbestimmt wurde. Die resultierenden Fits beschreiben
die Daten sehr gut (siehe Abbildung 3.36). Wie an den Fitergebnissen in Tabelle 3.7 zu sehen,
wurden auf diese Weise deutlich geringere Werte für D1eff bestimmt.
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Abbildung 3.36: Ergebnisse mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell undD1eff als zusätzlichen freien Fitparameter.
(a): Nach Cr-Ionenbestrahlung (b): Nach Au-Ionenbestrahlung. Fehlerbalken: Standardabweichung.








] k∗2on [1s ] k2off [1s ] Feq,1eff
















3.3 Etablierung eines Versuchsaufbaus zur Analyse von Proteinin-
teraktionen mittels FRET-Mikroskopie
Um in zukünftigen Forschungsarbeiten Proteininteraktionen speziell am DNA-Schaden mit bild-
gebenden Methoden messen zu können, wurde hierfür ein Mikroskopaufbau entwickelt und vali-
diert. Als Basis für den Aufbau diente ein konfokales Spinning-Disk Mikroskop, welches so modi-
ﬁziert wurde, dass es zum einen FRET-Messungen ermöglicht, zum anderen aber auch weiterhin
für Standardanwendungen der Fluoreszenzmikroskopie geeignet ist. Im ersten Schritt wurde eine
der verschiedenen FRET-Messmethoden ausgewählt.
3.3.1 Wahl der FRET-Messmethode
Die Prinzipien der Proteininteraktionsmessungen mittels FRET, sowie die verschiedenen Me-
thoden zur Detektion dieser Prozesse und deren Vor- und Nachteile wurden bereits in den
Abschnitten 1.4.1 und 1.4.2 vorgestellt. Da die Technik der Fluoreszenzlebenszeitmessung (1)
schlichtweg den ﬁnanziellen Rahmen sprengte, spektrale Aufnahmen (2) für schnelle Lebendzell-
messungen nicht die gewünschte zeitliche Auﬂösung ermöglichen und das Bleichen des Akzeptors
(3) ein nicht reversibles und nicht repetitives Experiment darstellt, schieden diese Methoden
von vornherein aus. Somit standen nur noch die Methoden des 2-Farbenverhältnisses und der
Polarisationsanisotropie zur Wahl. Die 2-Farbenverhältnismethode setzt vergleichsweise aufwen-
dige und auch fehleranfällige Normierungsrechnungen für die Donor- und Akzeptorkonzentration
voraus. Da dies bei der Polarisationsanisotropie-Methode nicht nötig ist und dieses Verfahren
somit robuster gegenüber Fehlinterpretationen vermeintlich positiver Ergebnisse ist, wurde diese
Methode gewählt.
3.3.2 Planung und Aufbau eines polarisationsanisotropiebasierten FRET
Messplatzes
Ein bereits vorhandener Aufbau, schematisch dargestellt in Abbildung 3.37, bestehend aus folgen-
den Komponenten stand zum Aufbau des polarisationsanisotropiebasierten FRET Messplatzes
zur Verfügung:
• Nikon (Düsseldorf, Deutschland) TiE Mikroskop mit Intensitlight, 60x und 100x NA Plan-
Apo Objektiven (genaue Objektivspeziﬁkationen siehe unten)
• Yokogawa (Tokyo, Japan) CSU-X1 M2L-E Spinning Disk für die Konfokalität des Systems
• Sutter Instruments (Novato, USA) Lambda 10-B/Smart Filterrad im Emissionsstrahlen-
gang
• Pecon (Erbach, Deutschland) Klimakammer und CO2-Begasungskammer
• Andor (Belfast, Irland) EM-CCD Kamera X-3884-DU-885K-CS0
• Andor Breakout Box
• Andor Laser Combiner mit 405 nm, 488 nm, 561 nm und 647 nm Lasern und einem AOTF
(Acousto-optic tunable ﬁlter)
• Prior (Jena, Deutschland) Piezo-stage NanoscanZ
• Steuerung der Komponenten über die AndorIQ Software Version 1.10.2
• Prior ProScanII motorisierter Probentisch
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Abbildung 3.37: Schematische Darstellung des Mikroskops vor der FRET-Erweiterung.
Um diesen Aufbau für Polarisationsanisotropie-Messungen verwenden zu können waren im We-
sentlichen zwei Voraussetzungen zu erfüllen: (1) Das Anregungslicht musste linear polarisiert auf
die Probe treﬀen und (2) die Polarisation des Fluoreszenzemissionslichts von der Probe musste
messbar sein. Hieraus ergaben sich die nötigen Modiﬁkationen, welche im Folgenden vorgestellt
werden.
Linear Polarisieren des Anregungslichts
Für die Polarisierung des Anregungslichts war es nötig an einer geeigneten Stelle im Anregungs-
strahlengang einen Polarisator anzubringen.
Bei ersten Versuchen zeigte sich, dass die Polarisation des Lasers in der Spinning-Disk-Einheit
verloren geht. Somit war es nicht möglich den Polarisator im Strahlengang vor der Spinning-Disk-
Einheit zu montieren. Eine Montage dahinter war auch nicht möglich, da dort die Anregung und
die Emission bereits identische Strahlengänge haben. Die optimale Position war somit direkt vor
dem dichroitischen Spiegel im Anregungsstrahlengang, zwischen den beiden Spinning-Disks. Da
an dieser Position allerdings nicht genügend Platz zur Verfügung stand und der Polarisator an
dieser Stelle die Fokussierung des Lichts von der ersten Spinning-Disk auf die zweite beeinﬂussen
würde, musste der Polarisator im Anregungsstrahlengang vor der ersten Spinning Disk montiert
werden. Es zeigte sich, dass der dichroitische Spiegel auf einem Schlitten mit mehreren Positionen
montiert war (siehe Abb. 3.38a). Um das Mikroskop auch weiterhin ohne polarisierte Anregung
nutzen zu können, wurde ein zweiter dichroitischer Spiegel zusammen mit dem Polarisator an
einer anderen Position des Schlittens montiert. Da für die hier geplanten FRET Anwendungen
nur Anregungen mit 405 nm, 488 nm und 561 nm nötig waren, wurde statt des schon montier-
ten 4-Farben dichroitischen Spiegels hier ein 3-Farben Spiegel zusammen mit dem Polarisator
gewählt. Dieser Spiegel reﬂektiert mehr Fluoreszenzlicht und führt im entsprechenden Wellen-
längenbereich zu einem stärkeren Fluoreszenzsignal. Die genauen Bezeichnungen und spektralen
Eigenschaften der Spiegel sind im Anhang in Abbildung A.1 und A.2 gezeigt. Aus Platzgründen
konnte nur ein relativ dünner Polarisator gewählt werden, der jedoch für einen Wellenlängen-
bereich von 405 nm bis 561 nm gute Transmissionseigenschaften aufweisen sollte. Aus diesen
Gründen wurde ein Folienpolarisator aus dichroitischem Plastikmaterial gewählt. Hierbei han-
delt es sich um die unmontierte Variante des 069-1105 Polarisators von Optosigma (Santa Ana,
USA), bei der auf die Glasabdeckungen des dichroitischen Materials verzichtet wurde, wodurch
der Polarisator deutlich dünner ist. Das Extinktionsverhältnis dieses Polarisators beträgt 1·10−4.
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Ein detailliertes Transmissionsspektrum ist ebenfalls im Anhang in Abbildung A.3 gezeigt. Die-
ser Polarisator wurde in einer speziell angefertigten Halterung vor dem dichroitischen Spiegel
angebracht, so dass sich bei fertiger Montage der Polarisator vor der ersten Spinning Disk im
Anregungsstrahlengang und der dichroitische Spiegel zwischen den beiden Disks beﬁndet (siehe
Abb. 3.38a und 3.38b). Der Schlitten wurde so modiﬁziert, dass er auf die beiden Positionen, mit
bzw. ohne Polarisator, verschoben werden konnte. Hierfür wurden zwei Anschläge angebracht,
ein Schieber am Schlitten montiert, und dieser nach außen durch ein Loch in der Spinning-Disk-
Einheit geführt.
Durch einfaches Verschieben des Schlittens konnte nun der Polarisator in den Strahlengang rein












Abbildung 3.38: Anbringen des Polarisators in der konfokalen Spinning-Disk-Einheit. (a): Dichroitische Spiegel
und Polarisator montiert auf dem Schlitten. Dichroitischer Spiegel 1 bezeichnet den 4-Farben Spiegel zur konven-
tionellen Fluoreszenzaufnahme. Dichroitischer Spiegel 2 bezeichnet den 3-Farben Spiegel, vor dem für die FRET
Messungen der Polarisator montiert wurde. (b): Position des Schlittens zwischen den zwei Spinning-Disks. Das
Anregungslicht kommt von links, durchdringt den Polarisator, die erste Spinning-Disk, den dichroitischen Spiegel
und die zweite Spinning-Disk.
Auftrennen des Emissionslichts in s- und p-Polarisation
Um die beiden Polarisationsrichtungen des Emissionslichts getrennt detektieren zu können, war
eine Modiﬁkation nötig, wodurch das Emissionslicht in s- und p-Polarisation aufgespalten wird.
Hierzu wurde im Strahlengang nach dem Filterrad und dem optischen Tubus ein Polarisations-
strahlteiler eingebaut (siehe Abb. 3.39). Hierbei handelt es sich um das Produkt PBS201 von
Thorlabs (Dachau/München, Deutschland). Die genauen Speziﬁkationen hierzu sind im Anhang
in Abbildung A.4 aufgeführt. Der Strahlteiler wurde auf einer Schwenkvorrichtung montiert,
die Drehungen in alle drei Raumrichtungen ermöglicht. Damit war eine exakte Ausrichtung des
Strahlteilers und der Abgleich beider Bilder möglich. Diese Schwenkvorrichtung wurde wieder-
um auf einem Lineartisch montiert, um den Polarisationsstrahlteiler je nach Experimentbedarf
in den Strahlengang ein- und ausfahren zu können. Eine angebrachte Messuhr ermöglichte die
exakte Repositionierung. Die beiden getrennten s- und p-polarisierten Strahlen wurden durch
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je eine Tubuslinse auf die schon vorhandene und auf eine neu montierte EM-CCD-Kamera des
Typs DV887ECS-BV von Andor gelenkt. Zum Abgleich der beiden Bilder wurde außerdem eine
der beiden Kameras in einer höhenverstellbaren, die andere in einer schwenkbaren Vorrichtung
montiert. Eine Kamera hat eine Pixelgröße von 8 µm x 8 µm, die andere eine von 16 µm x
16 µm. Deshalb musste mit einer Binningeinstellung von 2x2 für die erstere gearbeitet werden,
damit sich die Bilder der beiden Kameras exakt überlagern lassen. Der Aufbau mit Strahlteiler,
den optischen Tuben und den beiden Kameras ist in Abbildung 3.39 gezeigt. Der komplette, auf






Abbildung 3.39: Polarisationsstrahlteiler im Emissionsstrahlengang in Aufsicht dargestellt. Das vom Mikroskop
kommende Emissionslicht wird am Polarisationsstrahlteiler auf die beiden EM-CCD Kameras aufgeteilt. Der































Abbildung 3.40: Kompletter experimenteller Aufbau für polarisationsanisotropiebasierte FRET-Messungen.
(a): Foto des Aufbaus. Die Position der Spinning Disk Einheit und des Polarisationsstrahlteilers sind markiert
(vergleiche Abbildung 3.38 und 3.39). (b): Schematische Darstellung des Aufbaus. Die Modiﬁkationen sind orange




Um ein synchrones Aufnehmen der beiden Kameras zu gewährleisten, wurde eine Kamera als
"master" und eine als "slave" betrieben. Die Software AndorIQ wurde zweimal auf dem Com-
puter gestartet, einmal mit der master Kamera und allen eingebundenen Komponenten, wie
Laser, AOTF, Filterrad etc., und einmal mit lediglich der Slave Kamera. Für beide Kameras
wurde ein Modus gewählt, der die Bildaufnahme durch einen externen TTL-Trigger Puls star-
tet. Bei Serienaufnahmen musste deshalb die Bildanzahl beider Kameras gleich und die Summe
der Belichtungs- und Auslesezeit der "slave"-Kamera kleiner gleich der der "master"-Kamera
gewählt werden.
Wahl der geeigneten Fluoreszenzﬁlter
Meist wird FRET zwischen zwei verschiedenen Farbstoﬀen gemessen. Eine Vielzahl von Kom-
binationen ist hierbei möglich. Der hier beschriebene Aufbau sollte für blau-/gelb- und grün-
/rot- ﬂuoreszierende Farbstoﬀe geeignet sein. In späteren Versuchen (siehe Abschnitt 3.4) wur-
den die entsprechend ﬂuoreszierenden Farbstoﬀe mit den Bezeichnungen Cerulean/Venus und
GFP/mCherry verwendet. Hierfür mussten zunächst die richtigen Fluoreszenzﬁlter gewählt wer-
den. Die genauen Bezeichnungen der gewählten Filter und deren spektrale Eigenschaften sind im
Anhang in den Abbildungen A.5 bis A.8 aufgeführt.
Nachdem diese Voraussetzungen geschaﬀen wurden, konnte das System in den nächsten Schritten
auf seine Anwendbarkeit geprüft werden.
3.3.3 Charakterisierung des polarisationsanisotropiebasierten FRET Mess-
platzes
Bei der Charakterisierung des polarisationsanisotropiebasierten FRET-Messplatzes musste im
Wesentlichen der Erhalt der linearen Polarisation im Anregungs- und Emissionsstrahlengang ge-
testet werden. Hierfür wurden alle nicht benötigten optischen Komponenten im Mikroskop, wie
z.B. das Wollaston Prisma, das für DIC-Mikroskopie (Diﬀerentialinterferenzkontrast) direkt un-
ter dem Objektiv montiert ist, entfernt.
Alle folgenden Messungen der Polarisation wurden mit einem Polarisator durchgeführt, der die
gleichen Speziﬁkationen wie der Polarisator im Anregungsstrahlengang besitzt. Hierbei handelt
es sich um die montierte Variante mit Glasabdeckungen. Das Extinktionsverhältnis beträgt somit
ebenfalls 10−4. Die wellenlängenabhängigen Transmissionseigenschaften sind im Anhang in Ab-
bildung A.3 gezeigt. Die in diesem Abschnitt gezeigten Messungen wurden mit folgender Funktion
geﬁttet, wobei die Transmission T einer eben polarisierten Welle durch einen Polarisator gegeben
ist durch (Bass et al., 1995):
T = (T1 − T2) cos2(θ + s) + T2 (3.27)
T1 beschreibt die Transmission bei paralleler Ausrichtung der einfallenden Welle und des Polari-
sators, T2 beschreibt die Transmission bei senkrechter Ausrichtung. θ ist der Winkel zwischen der
Ausrichtung der einfallenden Welle und des Polarisators. −s bezeichnet die Lage des Maximums.
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Erhalt der Polarisation im Anregungsstrahlengang
Zunächst wurde der Polarisationserhalt im Anregungsstrahlengang gemessen. Hierzu wurde der
Polarisator wie oben beschrieben in die Spinning-Disk-Einheit eingebaut. Die Laserintensität
wurde an der Position der Probe mit einem Lasermessgerät, vor dem der rotierbare Analysa-
tor montiert war, gemessen. Da Objektive mit hohen numerischen Aperturen die Polarisation
beeinﬂussen können, wurden diese Messungen ohne Objektiv durchgeführt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.41 gezeigt.
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Anregung mit 488 nm
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Abbildung 3.41: Polarisation des Laseranregungslichts. Die Messungen wurden an der Position der Probe und
ohne Objektiv gemessen. Dargestellter Fit nach Formel 3.27. (a): bei 405 nm Anregung. Fitergebnis: T1=58,18;
T2=0,15; s=-85,4◦ (b): bei 488 nm Anregung. Fitergebnis: T1=269,5; T2=3,3; s=-90,5◦
Erhalt der Polarisation im Emissionsstrahlengang
Als nächstes wurden die Polarisationseigenschaften im Emissionsstrahlengang untersucht. Auch
diese Messungen wurden ohne Objektiv durchgeführt. Als Lichtquelle wurde das unpolarisierte
Durchlicht des Mikroskops verwendet. Ein rotierbarer Polarisator wurde auf dem Probentisch
angebracht. Die Lichtintensität wurde nach dem Polarisationsstrahlteiler auf beiden Kameras
gemessen, und die Messergebnisse mit Gleichung 3.27 geﬁttet (siehe Abbildung 3.42).
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Abbildung 3.42: Polarisation der Emission. Mit der Durchlichtvorrichtung des Mikroskops als Lichtquelle und
einem auf dem Probentisch montierten Polarisator, wurde die Lichtintensität auf Kamera 1 und 2 nach dem
Polarisationsstrahlteiler gemessen. Die Messungen wurden ohne Objektiv durchgeführt. Fits nach Formel 3.27.
Fitergebnis Kamera 1: T1=10685; T2=260; s=-90,1◦, Fitergebnis Kamera 2: T1=3000; T2=90; s=-1,1◦
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3.3.4 Bestimmung der Polarisationsanisotropie und des G-Faktors
Die Polarisationsanisotropie r wird, gemäß Formel 1.16, folgendermaßen berechnet:
r =
I(Kam1)−G · I(Kam2)
I(Kam1) + 2 ·G · I(Kam2) (3.28)
I(Kam1) und I(Kam2) sind die Lichtintensitäten, die auf Kamera 1 bzw. 2 gemessen wurden.
G ist ein aufbau- und einstellungsspeziﬁscher Faktor. Er wird zum einen durch unterschiedliche
Transmissionseigenschaften des Aufbaus für die beiden Polarisationsrichtungen und zum ande-
ren durch Sensitivitätsunterschiede beider Kameras bedingt. Um den G-Faktor zu bestimmen,
wurde unpolarisiertes Durchlicht verschiedener Intensitäten mit den exakten Einstellungen des
Experiments auf beiden Kameras gemessen. Trägt man die Intensitäten gegeneinander auf, so
erhält man aus der Steigung der Geraden den Sensitivitätsunterschied für die Detektion der
beiden Polarisationsrichtungen. Dies ist in Abbildung 3.43 exemplarisch gezeigt. Der G-Faktor
ist in diesem Beispiel 1/0,55=1,82. Somit ist die Sensitivität der mit Kamera 2 detektierten
Polarisationsrichtung um den Faktor 1,82 geringer als die mit Kamera 1 gemessene Polarisati-
onskomponente.
























Abbildung 3.43: G-Faktor Bestimmung. Unpolarisiertes Durchlicht wurde nach dem Polarisationsstrahlteiler
mit beiden Kameras gemessen. Die Steigung der Geraden beträgt 0,55.
Da sich der G-Faktor, wie bereits erwähnt, durch die Transmissionsunterschiede für beide Polari-
sationsrichtungen im Aufbau und durch die Sensitivitätsunterschiede der Kameras bestimmt
wird, sollten die jeweiligen Beiträge näher untersucht werden. Hierfür wurde unpolarisiertes
Durchlicht mit einem Polarisator auf dem Probentisch linear polarisiert, und ohne Verwendung
des Polarisationsstrahlteilers nur mit Kamera 1 gemessen. Diese Messungen wurden mit dem
3-Farben dichroitischen Spiegel, der für alle Polarisationsmessungen verwendet wurde, aber auch
mit dem 4-Farben dichroitischen Spiegel durchgeführt. Die Messungen sind in Abbildung 3.44
gezeigt.
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Abbildung 3.44: Abhängigkeit der Transmission im Emissionsstrahlengang von der Polarisationsausrichtung.
Mit einem, auf dem Probentisch montierten Polarisator, wurde das Durchlicht polarisiert. Die Lichtintensität
auf Kamera 1, ohne Verwendung des Polarisationsstrahlteilers, ist gezeigt. Die Messungen wurden ohne Objektiv
durchgeführt. Die Messungen wurden mit Formel 3.27 geﬁttet. Die Zusatzabbildung zeigt den gleichen Graphen
mit jeweils vergrößertem y-Achsenabschnitt. (a): Bei Verwendung des 3-Farbenspiegels. Fitergebnis: T1=11256;
T2=9232; s=-86,2◦ (b): Bei Verwendung des 4-Farbenspiegels. Fitergebnis: T1= 13178; T2= 10274; s= -87,2◦
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3.4 FRET-Lebendzellmessungen mit Referenzstandards
Die Funktionalität des FRET Aufbaus wurde mit speziellen Referenzstandards untersucht. Hier-
für standen Konstrukte in den Farbkombinationen blau/gelb und grün/rot zur Verfügung. In den
folgenden Abschnitten 3.4.1 und 3.4.2 sind die Ergebnisse hierzu dargestellt.
3.4.1 FRET zwischen blau und gelb ﬂuoreszierenden Proteinen in lebenden
Zellen
Hier wurden die blau bzw. gelb ﬂuoreszierenden Proteine mit den Bezeichnungen Cerulean bzw.
Venus, beides Varianten des grün ﬂuoreszierenden Proteins GFP, und die Konstrukte C5V und
C5A verwendet. In dem C5V genannten Konstrukt ist Cerulean mit Venus über fünf Aminosäuren
direkt verbunden (Koushik et al., 2006). Damit sind die beiden Chromophore räumlich sehr nahe
und FRET wird möglich. C5A bezeichnet ein Konstrukt, in dem Cerulean über fünf Aminosäuren
mit Amber, einer nicht ﬂuoreszierenden Variante von Venus, verbunden ist.
Zunächst mussten in fünf verschiedenen Ansätzen Cerulean, Venus, C5V, C5A oder Cerulean zu-
sammen mit Venus erfolgreich in U2OS Zellen transﬁziert werden. Als Transfektionsreagenzien
wurden hierfür Jetprime und Lipofectamine verwendet. Die genauen Protokolle sind im Abschnitt
2.1.3 beschrieben. Die Transfektion mit Lipofectamine erwies sich in allen Fällen als geeignet. Ein
sehr großer Anteil der Zellen hatte das Plasmid aufgenommen und die Zellen machten morpho-
logisch einen gesunden Eindruck. Ein anderes Bild zeigte sich nach der Jetprime Transfektion.
Die Transfektionseﬃzienz für Cerulean und Venus war zwar etwas besser als mit Lipofectamine,
jedoch konnten mittels dieser Methode nur sehr wenige Zellen mit C5V und C5A transﬁziert wer-
den. Aufgrund dessen wurden alle folgenden Experimente mit einer Lipofectamine Transfektion
durchgeführt.
Nach der erfolgreichen Transfektion der Konstrukte in Zellen, wurden Fluoreszenzaufnahmen
gemacht. Hierbei wurden zum einen die Polarisationsanisotropie mittels der beiden Kameras
und zum anderen die gesamte Fluoreszenzintensität gemessen. Letzteres entspricht der Summe
beider gemessener Kamerasignale. Eine typische Messung ist in Abbildung 3.45 dargestellt. Die
Zellen wurden entweder mit Cerulean, Venus, C5V, C5A oder gleichzeitig mit Cerulean und Ve-
nus transﬁziert. Die Polarisationsanisotropie und die Fluoreszenz wurden jeweils für polarisierte
405 nm und 488 nm Laseranregung, sowie für gelbe und blaue Emission mit entsprechenden
Emissionsﬁltern gemessen. Die spektralen Eigenschaften der verwendeten Filter sind im Anhang
in Abbildung A.5 dargestellt. Wie man in den Fluoreszenzaufnahmen bei 405 nm bzw. 488 nm
Anregung und blauer bzw. gelber Emission sehen kann (letzten beiden Spalten von Abbildung
3.45), weist Cerulean und C5A nur blaue und Venus nur gelbe Fluoreszenz auf. Bei Doppeltrans-
fektion mit Cerulean und Venus, sowie bei C5V Transfektion ﬂuoreszieren die Zellen in gelb und
in blau. In allen Fällen ist eine gelbe Fluoreszenz bei 405 nm Anregung zu sehen (vierte Spalte
von Abbildung 3.45). Die von Venus ist jedoch sehr schwach, sodass sie kaum zu erkennen ist. Das
Signal von C5V ist deutlich stärker als das der anderen. Durch die polarisierte Anregung und die
selektive Detektion der beiden Polarisationsrichtungen konnte die Polarisationsanisotropie der
Fluoreszenz bestimmt werden. Dies ist in den drei ersten Spalten von Abbildung 3.45 gezeigt. In
den Fällen von Cerulean und C5A, die, wie bereits erwähnt, bei 488 nm Anregung keine gelbe
Emission zeigten, konnte die entsprechende Polarisationsanisotropie nicht bestimmt werden. Für
Venus, das bei 405 nm Anregung keine blaue und auch fast keine gelbe Emission zeigt, konnte
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nur für die gelbe Emission in stark vereinzelten Bereichen die Anisotropie bestimmt werden.
In nahezu allen Fälle zeigt die Polarisationsanisotropie Werte von 0,33 ± 0,04. Dies ist in der
unten dargestellten Farbtafel in der Abbildung 3.45 für die Polarisationsanisotropie abzulesen.
In drei Fällen aber ist die Polarisationsanisotropie verringert. Sie beträgt bei Doppeltransfektion
von Cerulean und Venus mit 405 nm Anregung und gelber Emission 0,27 ± 0,04, bei C5V mit
488 nm Anregung und gelber Emission 0,23 ± 0,02 und bei C5V mit 405 nm Anregung und























Abbildung 3.45: Messungen der Fluoreszenz und deren Polarisationsanisotropie von blau/gelben FRET-
Konstrukten in U2OS Zellen. U2OS Zellen wurden mit Cerulean, Venus, C5V, C5A oder gleichzeitig mit Cerulean
und Venus transﬁziert. Cerulean ist ein blau und Venus ein gelb ﬂuoreszierendes Protein. C5V und C5A beschrei-
ben zwei verschiedene Konstrukte, in dem Cerulean über 5 Aminosäuren mit Venus bzw. mit Amber gekoppelt ist.
Amber ist eine nicht ﬂuoreszierende Variante von Venus. Der Maßstab beträgt 20 µm. Die Polarisationsanisotropie
ist in der unten aufgeführten Farbskala dargestellt. Die G-Faktoren sind für die Polarisationsanisotropie in den
Spalten von links nach rechts: 2,06; 2,21; und 2,08. Zur besseren Darstellung des gesamten Intensitätsbereichs
sind die Fluoreszenzaufnahmen mit einer Gammakorrektur von 0,55 dargestellt.
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3.4.2 FRET zwischen grün und rot ﬂuoreszierenden Proteinen in lebenden
Zellen
Ähnlich zu den in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Versuchen, wurden auch Experimente mit
grün/roten Konstrukten durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen entweder mit GFP, mCherry,
gleichzeitig mit GFP und mCherry, oder mit pByﬀu transﬁziert. GFP ist ein grün ﬂuoreszierendes
Protein, mCherry ﬂuoresziert rot und pByﬀu ist ein Konstrukt in dem GFP und mCherry über 13
Aminosäuren miteinander verbunden und so in räumliche Nähe gebracht wurden (Tramier et al.,
2006). Es wurden U2OS Zellen verwendet. Beide Transfektionsreagenzien Jetprime und Lipofec-
tamine erwiesen sich für diese Konstrukte als geeignet. In beiden Fällen erschienen die Zellen
morphologisch gesund, jedoch war dieser Eindruck bei Jetprime noch etwas besser, weshalb für
weitere Experimente nur mit Jetprime transﬁziert wurde.
Das Fluoreszenzsignal und dessen Polarisationsanisotropie für eine repräsentative Messung sind






















Abbildung 3.46: Messungen der Fluoreszenz und deren Polarisationsanisotropie von grün/roten FRET-
Konstrukten in U2OS Zellen. GFP ist ein grün und mCherry ein rot ﬂuoreszierendes Protein. pByﬀu bezeichnet
ein Konstrukt, in dem GFP und mCherry über 13 Aminosäuren miteinander verbunden sind. Der Maßstab be-
trägt 20 µm. Die G-Faktoren sind für die Polarisationsanisotropie in den Spalten von links nach rechts: 2,04; 1,83
und 2,06. Zur besseren Darstellung des gesamten Intensitätsbereichs sind die Fluoreszenzaufnahmen mit einer
Gammakorrektur von 0,55 dargestellt.
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Wie in den letzten beiden Spalten der Abbildung ersichtlich, zeigt mCherry keine grüne und
GFP keine rote Fluoreszenz bei 488 nm bzw. 561 nm Anregung. Bei 488 nm Anregung zeigen
alle Konstrukte eine rote Fluoreszenzemission, wobei die von pByﬀu am intensivsten ist. Die
Polarisationsanisotropie ist in den Fällen, in denen keine Fluoreszenz detektiert werden kann, also
für GFP bei 561 nm Anregung und roter Emission und bei mCherry bei 488 nm Anregung und
grüner Emission, nicht messbar. In fast allen anderen Fällen beträgt die Polarisationsanisotropie
0,34 ± 0,02. Für pByﬀu wurde jedoch eine deutlich verminderte Polarisationsanisotropie bei
488 nm Anregung und roter Emission von 0,19± 0,02 gemessen. Die Werte von GFP und GFPmit
mCherry zusammen bei 488 nm Anregung und grüner Emission sind mit 0,30 ± 0,02 und 0,29 ±
0,02 etwas kleiner als der Durchschnitt. Alle angegebenen Fehler sind die Standardabweichungen.
Die spektralen Eigenschaften der verwendeten Filter sind im Anhang in Abbildung A.7 gezeigt.
3.4.3 Einﬂuss verschiedener Objektive auf die Polarisationsanisotropiemes-
sungen
Da verschiedene Objektive die Polarisation beeinﬂussen können, wurde im Folgenden untersucht,
in welchem Maße dies die hier aufgeführten experimentellen Ergebnisse beeinﬂusst.
Folgende Objektive wurden untereinander verglichen:
• Nikon CFI P Achromat 40x N.A.: 0,65
• Nikon CFI P Achromat 100x Öl N.A.: 1,25
• Nikon CFI Plan Apochromat VC60x Öl N.A.: 1,4
• Nikon CFI Plan Apochromat VC100x Öl N.A.: 1,4
Bei den ersten beiden Objektiven handelt es sich um Polarisationsobjektive. Die unteren bei-
den hochklassigen Plan Apo Objektive sind speziell für die Fluoreszenzmikroskopie konzipiert.
Um den Einﬂuss der Objektive für die hier aufgeführten Anwendungen zu untersuchen, wurden
U2OS Zellen mit Cerulean, das hohe Anisotropiewerte zeigte, transﬁziert und die Polarisations-
anisotropie der blauen Fluoreszenz bei polarisierter 405 nm Anregung gemessen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.47 gezeigt. Die gemessenen Anisotropien betragen 0,32 ± 0,02 für das 100x
PlanApo-, 0,29 ± 0,02 für das 100x Pol-, 0,37 ± 0,03 für das 40x Pol- und 0,33 ± 0,02 für das
60x PlanApo Objektiv. Somit zeigen die beiden PlanApo-Objektive nahezu identische Polarisa-
tionsanisotropien. Die des 100xPol liegt leicht darunter und die des 40x Pol leicht darüber. Da
für einige geplante biologische Anwendungen die Auﬂösung des 40x-Objektivs nicht ausreichend
ist und das 100x Pol-Objektiv keine Erhöhung der Anisotropie im Vergleich zu den PlanApo-
Objektiven brachte, wurde in diesen Experimenten immer eines der beiden PlanApo Objektive
verwendet. Die PlanApo Objektive haben nämlich den Vorteil, dass sie wesentlich besser auf
Linsenfehler wie sphärische und chromatische Abberation korrigiert sind.
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100x PlanApo 100x Pol 40x Pol 60x PlanApo
Abbildung 3.47: Einﬂuss verschiedener Objektive auf die Polarisationsanisotropie der blauen Cerulean Fluores-
zenz in U2OS Zellen bei polarisierter 405 nm Anregung. Die Polarisationsanisotropie ist in der unten aufgeführten
Farbskala dargestellt. Maßstab jeweils 10 µm.
3.5 Nicht konfokale FRET Fluoreszenzpolarisationsanisotropie-
messung
Die Polarisationsanisotropie wurde auch nicht-konfokal gemessen. Der hierfür verwendete Auf-
bau ist schematisch in Abbildung 3.48a gezeigt. Als Lichtquelle diente eine Nikon Intensilight
C-HGFIE, die über einen Lichtleiter mit dem Mikroskop verbunden war. Direkt hinter die-
ser Einkopplung wurde ein Polarisator in den Strahlengang eingeschoben. Im darauf folgenden
Anregungs-Fluoreszenzﬁlter des Filterwürfels wird der gewünschte Wellenlängenbereich des line-
ar polarisierten Lichts zur Anregung selektiert. Das durch die Anregung emittierte Fluoreszenz-
licht von der Probe wird am dichroitischen Spiegel reﬂektiert (Emissionsﬁlter des Filterwürfels
wurde entfernt) und durchläuft nicht die Spinning-Disks, sondern wird um diese herum geleitet.
Anschließend triﬀt es, analog zu dem zuvor beschriebenen konfokalen Aufbau, nach Passieren
des Filterrads und des Polarisationsstrahlteilers auf die beiden Kameras.
Der Polarisator ist so in den Anregungsstrahlengang eingebaut, dass die Polarisation des Anre-
gungslichts auf dem Probentisch die gleiche Orientierung zeigt wie in den konfokalen Messungen
zuvor. Um dies einzustellen wurde die Intensität des Anregungslichts auf dem Probentisch oh-
ne Objektiv hinter einem angebrachten Analysator gemessen. Der Polarisator wurde nun so
ausgerichtet, dass die Anregung die gleiche Polarisationsrichtung wie in den konfokalen Messun-
gen zuvor zeigt. Das Ergebnis bei verwendetem CFP-Filterwürfel (ohne Emissionsﬁlter) ist in
Abbildung 3.48b gezeigt (vergleiche konfokale Methode Abbildung 3.41). Messungen mit dem
GFP-Filterwürfel ergaben vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 3.48: Schematischer Aufbau für die nicht konfokale FRET Methode und Polarisation der Epi-
Fluoreszenzanregung. (a): Schematische Darstellung des Aufbaus zur nicht konfokalen Messung der Fluoreszenz-
Polarisationsanisotropie. (b): Polarisation der Epi-Fluoreszenzanregung mit eingebautem Polarisator, Anregungs-
ﬁlter und dichroitischem Spiegel des CFP-Filterwürfels. Gemessen mit einem Analysator auf dem Probentisch
und ohne Objektiv. Fit nach Formel 3.27 ergibt: T1=155,4; T2=9,2; s=-92◦
Im Folgenden sind typische Messungen mit den oben bereits beschriebenen blau/gelb und
grün/rot ﬂuoreszierenden FRET Konstrukten gezeigt.
Abbildung 3.49 zeigt die Polarisationsanisotropie der gelben Fluoreszenz bei Verwendung des
Anregungsﬁlters für das blaue Chromophor Cerulean. Die genauen spektralen Eigenschaften der
verwendeten Filter sind im Anhang in Abbildung A.6 dargestellt. Die verschieden transﬁzier-
ten Zellen zeigen alle ein deutliches Fluoreszenzsignal. Die Polarisationsanisotropien betragen
im Mittel für Cerulean 0,17 ± 0,02, für Venus 0,16 ± 0,01, für doppeltransﬁzierte Zellen mit
Cerulean und Venus 0,18 ± 0,01, für C5V 0,03 ± 0,02 und für C5A 0,17 ± 0,02 (Fehlerangaben
entsprechen Standardabweichung). Somit sind diese Werte, im Vergleich zur konfokalen Metho-
de, um ca. 0,15 niedriger (vergleiche Abschnitt 3.4.1). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen
der konfokalen Methode, ist auch hier eine deutliche Reduktion der Polarisationsanisotropie für
C5V um ca. 0,15 zu erkennen.
Cerulean Venus Cer. und Ven. C5V C5A
Abbildung 3.49: Polarisationsanisotropie mit der nicht konfokalen Messmethode für blau/gelb ﬂuoreszierende
FRET Konstrukte. Die verwendeten Chromophore und Konstrukte (in Abbildung 3.45 genauer beschrieben),
wurden in U2OS Zellen transﬁziert. Die Fluoreszenz wurde mit dem Anregungsﬁlter für Cerulean angeregt. Die
gelbe Emissionsﬂuoreszenz wurde gemessen und die Polarisationsanisotropie bestimmt. Maßstab: 20 µm.
Auch für die rot/grün ﬂuoreszierenden FRET Konstrukte wurde die Polarisationsanisotropie
mit der nicht konfokalen Methode bestimmt. U2OS Zellen, transﬁziert mit GFP, pByﬀu oder
GFP und mCherry wurden untersucht. Die Anregung erfolgte für alle mit dem Anregungsﬁlter
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für den grün ﬂuoreszierenden Donor GFP. Mit dem entsprechenden Emissionsﬁlter wurde die
Polarisationsanisotropie der roten Fluoreszenz gemessen. Die genauen spektralen Eigenschaften
der verwendeten Filter sind im Anhang in Abbildung A.8 dargestellt Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.50 gezeigt. Die Polarisationsanisotropie für GFP beträgt im Mittel 0,13 ± 0,01,
die für GFP und mCherry 0,15 ± 0,01 und die für pByﬀu 0,07 ± 0,03. Wie bei der konfokalen
Messmethode sind die Werte somit für pByﬀu gegenüber denen von GFP und GFP mit mCher-
ry zusammen stark reduziert, liegen aber alle deutlich unter den mit der konfokalen Methode
bestimmten (vergleiche Abschnitt 3.4.2).
GFP GFP und mCherry pByﬀu
Abbildung 3.50: Polarisationsanisotropie mit der nicht konfokalen Messmethode für grün/rot ﬂuoreszierende
FRET Konstrukte. Die verwendeten Chromophore und Konstrukte (in Abbildung 3.46 genauer beschrieben)
wurden in U2OS Zellen transﬁziert. Die Fluoreszenz wurde mit dem Anregungsﬁlter für GFP angeregt. Die rote
Emissionsﬂuoreszenz wurde gemessen und die Polarisationsanisotropie bestimmt. Maßstab: 20 µm.
3.6 Experimentelle Anwendungen der polarisationsanisotropieba-
sierten FRET Messtechnik
Nachdem die Funktionalität der polarisationsanisotropiebasierten FRET Messtechnik mittels
der blau/gelb und grün/rot ﬂuoreszierenden FRET-Standards C5V und pByﬀu validiert wurde,
konnte das System in biologischen Anwendungen getestet werden. Unterschiede in der Chroma-
tinkondensation und die Focibildung des DNA-Reparaturproteins 53BP1 nach Ionenbestrahlung
wurden in ihrer Auswirkung auf FRET Signale analysiert. Die Untersuchungen zu 53BP1 basie-
ren auf homoFRET, das den Energieübertrag zwischen zwei gleichen Chromophoren beschreibt.
3.6.1 Experimente zur Bestimmung der Chromatinkondensation
Zur Untersuchung der Chromatinkondensation mittels FRET standen Hela Zellen zur Verfügung,
in denen manche H2B-Histone mit GFP und andere mit mCherry markiert sind (Llères et al.,
2009). Kondensiert das Chromatin in den Zellen, so kommen sich grün und rot markierte Histone
näher und FRET ist nach Llères et al. (2009) mit der auf Fluoreszenzlebenszeit basierten Metho-
de detektierbar. Dekondensiert das Chromatin, so verschwindet dieser Eﬀekt wieder. Dies sollte
mit der hier beschriebenen FRET Messtechnik mittels Fluoreszenzpolarisationsanisotropie unter-
sucht werden. Chromatin kondensiert in Zellen auf verschiedene Weise. In jeder Interphasezelle
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gibt es kondensierte und nicht kondensierte Bereiche. In den während der Mitose auftretenden
Chromosomen ist das Chromatin besonders stark für die Zellteilung kondensiert. Außerdem kann
die Kondensation durch chemische Behandlungen beeinﬂusst werden. Wie auch in Llères et al.
(2009) beschrieben, führt ATP-Entzug zur Kondensation, während TSA-Behandlung das Chro-
matin dekondensiert. All diesen experimentellen Ansätzen wurde hier nachgegangen. Abbildung
3.51 zeigt Fluoreszenz- und Polarisationsanisotropiebilder der stabil transﬁzierten Hela Zellen.
Die Zellen zeigten bei 488 nm Anregung sehr deutliche grüne und bei 561 nm Anregung sehr
deutliche rote Fluoreszenz (siehe letzten beiden Spalten in Abbildung 3.51). Auch bei 488 nm
Anregung ist ein sehr deutliches rotes Fluoreszenzsignal detektierbar (siehe 2. Spalte). Die Pola-
risationsanisotropie dieser Fluoreszenz ist in der 1. Spalte gezeigt. Die spektralen Eigenschaften
der verwendeten Filter sind im Anhang in Abbildung A.7 dargestellt. Die Polarisationsanisotropie
beträgt in den Zellen im Mittel 0,32 ± 0,02. Anisotropieänderungen in den dichten Chromatin-
bereichen der Interphasezellen um die Nukleoli und am Zellkernrand waren nicht zu beobachten.
Auch die mitotische Zelle in der Mitte der Abbildung zeigt keine merkliche Änderung der Pola-
risationsanisotropie.
Auch die Behandlung der Zellen mit 0,66 µM TSA für 4 h und 24 h, sowie der ATP-Entzug durch
Inkubation in 10 mM Natriumazid und 50 mM Deoxyglucose änderte die Polarisationsanisotropie













Abbildung 3.51: FRET Messung von Hela Zellen stabil transﬁziert mit H2B-GFP und H2B-mCherry. Im
Zentrum des Bildes beﬁndet sich eine mitotische Zelle. Maßstab: 20 µm.
3.6.2 homoFRET Messungen von 53BP1 nach Au-Ionenbestrahlung
Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen FRET-Aufbau soll es in Zukunft möglich sein, Pro-
teininteraktionen nach strahlungsinduzierter DNA-Schädigung zu untersuchen. In ersten Expe-
rimenten wurde das Verhalten des Reparaturproteins 53BP1 analysiert. U2OS Zellen mit sta-
bil transﬁziertem 53BP1-GFP wurden mit Au-Ionen unter einem ﬂachen Winkel bestrahlt, so
dass das Protein 53BP1 Foci entlang des streifenförmigen DNA-Schadens bildete. Die FRET-
Polarisationsanisotropiemethode ermöglicht es auch Interaktionen zwischen Proteinen zu messen,
wenn diese mit den gleichen Chromophoren markiert sind. Man nennt diese Methode homoFRET.
Hierbei wirkt GFP somit als Donor und Akzeptor. Wie in den Experimenten zuvor, lässt auch hier
eine Reduktion der Polarisationsanisotropie auf FRET schließen. Folglich konnte diese Methode
herangezogen werden, um am Schaden gebundene 53BP1-Proteine auf Interaktionen unterei-
nander zu untersuchen. Das GFP Fluoreszenzsignal und dessen Polarisationsanisotropie wurde
bei 488 nm Laser-Anregung gemessen (siehe Abbildung 3.52). Die Akkumulation von 53BP1 an
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den streifenförmigen DNA-Schadstellen entlang der Au-Ionendurchschüsse ist im Fluoreszenz-
bild deutlich zu erkennen. Die mittlere Polarisationsanisotropie in den beiden gezeigten Zellen
beträgt 0,29 ± 0,04. Eine Reduktion innerhalb der Steifen, die auf eine Interaktion zwischen
53BP1-Proteinen schließen ließe, ist allerdings nicht zu erkennen.
Polarisationsanisotropie Fluoreszenz
Abbildung 3.52: FRET Analyse von U2OS Zellen stabil transﬁziert mit 53BP1-GFP nach Au-Ionenbestrahlung.
Das streifenförmige DNA-Schadensmuster entlang der Ionendurchschüsse ist im Fluoreszenzlicht rechts deutlich
zu erkennen. Die linke Hälfte der Abbildung zeigt die Polarisationsanisotropie der grünen Fluoreszenz bei 488 nm
Laseranregung. Maßstab: 10 µm.
3.7 FRET Detektion durch Akzeptorbleichen
Wie in Abschnitt 1.4.2 bereits erwähnt, gibt es verschiedene Methoden um FRET zu messen. Ne-
ben der hier fast ausschließlich beschriebenen Methode der Fluoreszenzpolarisationsanisotropie
ist es auch möglich FRET mittels Akzeptorbleichen zu detektieren. Durch das selektive Bleichen
des Akzeptors, wird dieser photochemisch zerstört und kann nicht weiter als Akzeptor dienen.
Folglich gibt der Donor auch einen Teil der Energie, die er zuvor über FRET an den Akzeptor
abgegeben hätte nun als Fluoreszenz ab. Somit steigt das Fluoreszenzsignal des Donors nach
dem Bleichen des Akzeptors an. Allerdings ist anzumerken, dass diese Art von Experiment nicht
reversibel ist. Ist der Akzeptor einmal gebleicht, kann er nicht mehr als solcher dienen. Da die
Methode aber vor Beendigung eines Experiments positive Ergebnisse bestätigen kann, wurde sie
für das zuvor beschriebene blau/gelbe FRET-Konstrukt C5V in lebenden U2OS-Zellen unter-
sucht. Abbildungen 3.53 zeigt die Donor- und Akzeptorﬂuoreszenz vor und nach dem Bleichen an
einem Beispiel. Das gelb ﬂuoreszierende Venus wirkt als Akzeptor und das blau ﬂuoreszierende
Cerulean als Donor. Zum Akzeptorbleichen wurden die Zellen für ca. 2 min mit voller Lichtleis-
tung des 488 nm und des 568 nm Lasers belichtet. Der Bleicheﬀekt des Akzeptors ist deutlich
zu sehen. Die Fluoreszenzintensität des Akzeptors in den drei gezeigten Zellen reduziert sich auf
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5% ± 1% (letzte Spalte), während sich die des Donors auf 291% ± 27% der Intensität vor dem
Bleichen erhöht (zweite Spalte). Die gelbe Fluoreszenz bei 405 nm Anregung, die bei intensitäts-
basierten FRET Messungen als FRET Signal gilt, nimmt durch das Bleichen, wie in Spalte eins
















Abbildung 3.53: Messung von FRET durch Akzeptorbleichen. Das Fluoreszenzsignal von C5V, in U2OS Zellen





Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurden das dynamische Verhalten und die Bindeeigen-
schaften der DNA-Reparaturproteine NBS1, MDC1, 53BP1 und ATR nach dicht ionisierender
Strahlung in lebenden humanen Zellen untersucht, um mechanistische Einblicke in die molekula-
ren Prozesse der frühen zellulären Schadensantwort zu erhalten. Hierbei wurde insbesondere der
Einﬂuss von hohen DNA-Schadensdichten nach Ionenbestrahlung analysiert.
Im Folgenden wird zunächst die Mobilität der Proteine in unbestrahlten Zellen diskutiert. Um das
Bindeverhalten der Proteine am DNA-Schaden charakterisieren und zu quantiﬁzieren zu können
wurden verschiedene mathematische Modelle verwendet. Die Voraussetzungen und Einschrän-
kungen dieser Modelle werden erörtert. Anschließend werden die Ergebnisse zur Akkumulation
und zu den Bindeeigenschaften der Proteine an geschädigter DNA diskutiert.
Im zweiten Abschnitt werden der entwickelte ﬂuoreszenzpolarisationsbasierte FRET Aufbau so-
wie die ersten damit gewonnenen Ergebnisse diskutiert.
4.1 Dynamisches Verhalten der Proteine in unbestrahlten Zellen
4.1.1 Reines Diﬀusionsverhalten
Gehen die Proteine in unbestrahlten Zellen keinerlei Bindung ein, so ist reines Diﬀusionsverhal-











mit kB der Boltzmannkonstante
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1, 38 · 10−23 NmK
)






der Flüssigkeit und rb dem Radius eines kugelförmigen Teilchens.
Die Diﬀusionskonstante bestimmt das mittlere Verschiebungsquadrat, welches in drei Dimensio-






Folglich nimmt D mit abnehmendem Teilchenradius zu und das mittlere Verschiebungsquadrat
wird größer. Kleine Teilchen zeigen somit eine höhere Mobilität.
Liegt ein Konzentrationsgradient ∇c(~r, t) vor, so lässt sich der resultierende Fluss J(~r, t) durch
das erste Fick'sche Gesetz beschreiben:
~J(~r, t) = −D∇c(~r, t) (4.3)
Aus der Massenerhaltung folgt das zweite Fick'sche Gesetz:
∂c(~r, t)
∂t
= ∇ (D∇c(~r, t)) (4.4)
(Zusammengefasst von Dix und Verkman, 2008)
Diﬀusionsverhalten von GFP in wässriger Lösung
Kristallstrukturanalysen des GFP-Moleküls zeigten, dass dieses eine zylindrische Struktur mit
einer Höhe von 42 A˚ und einem Durchmesser von 24 A˚ aufweist (Ormö et al., 1996). Nimmt man
vereinfacht eine kugelförmige Molekülgeometrie mit einem Radius von 17 A˚ an, so ergibt sich




η=1, 002 · 10−3 Pa s) bzw. D=193 µm2s (bei T=37 ◦C, η=0, 6915 · 10−3 Pa s) (Lide, 1990, Seite
F-40). Experimentelle Messungen von GFP in wässriger Lösung ergaben Diﬀusionskonstanten
im Bereich von 76 - 87 µm
2
s bei Raumtemperatur (Terry et al., 1995; Swaminathan et al., 1997;
Arrio-Dupont et al., 2000; Pack et al., 2006; Bancaud et al., 2009). Nach diesen Messungen ergibt
sich, gemäß Gleichung 4.1, ein Stokesradius für GFP von rb=24,6 A˚.
Diﬀusionsverhalten von GFP in eukaryotischen Zellen
Wie in der Literatur beschrieben, ist die Diﬀusion in eukaryotischen Zellen deutlich langsamer
als in wässriger Lösung. Im Zytoplasma wurde eine um den Faktor 3 - 4 verlangsamte Diﬀusi-
on gemessen (Luby-Phelps et al., 1986; Kao et al., 1993; Klonis et al., 2002), mit Werten von 16 -
27 µm
2
s (Yokoe und Meyer, 1996; Swaminathan et al., 1997; Arrio-Dupont et al., 2000; Pack et al.,
2006). Für die Diﬀusion im Zellkern von reinem GFP wurden Diﬀusionskonstanten im Bereich
von 5 - 87 µm
2
s gemessen (Seksek et al., 1997; Houtsmuller et al., 1999; Calapez et al., 2002;
Sprague et al., 2004; Braga et al., 2004; Beaudouin et al., 2006; Pack et al., 2006; Bancaud et al.,
2009; Michelman-Ribeiro et al., 2009; Dross et al., 2009). Da die Bandbreite der Messwerte relativ
groß ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Unterschiede, zumindest zum Teil, zelllinienspeziﬁsch
bedingt sein könnten. Pack et al. (2006) und Dross et al. (2009) untersuchten die Diﬀusion unter
gleichen experimentellen Bedingungen für verschiedene Zelllinien. Sie beobachteten leichte Un-
terschiede, was die Variation zwischen den Zelllinien bestätigt. McNally (2008) und Phair et al.
(2004b) publizierten, dass die mit FRAP bestimmten Messwerte für reines GFP in Zellen im
Bereich von 10 bis 80 µm
2
s liegen sollten.
Die hier vorgestellten Messungen von reinem GFP im Zellkern konnten mit dem Diﬀusionsﬁt gut
beschrieben werden. Da die Messwerte für lange Zeiten jedoch leicht unter dem Wert von 1 blie-
ben, musste der Plateauwert I∞ für den Fit auf 0,985 reduziert werden. Versuche, die Daten mit
dem Reaktionsﬁt zu beschreiben, führten in keinem Fall zu einem guten Fitergebnis. Dies bestä-
tigt die Erwartungen, dass GFP reines Diﬀusionsverhalten aufweist. Mit Hilfe des Diﬀusionsﬁts
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wurde die Diﬀusionskonstante von reinem GFP experimentell auf den Wert DGFP = 12 µm
2
s be-
stimmt. Allerdings ist zu erwähnen, dass die experimentell bestimmte Diﬀusionskonstante sehr
stark von dem zuvor bestimmten Bleichpunktradius ω abhängt. Er beträgt in diesem Fall 1,5 ±
0,1 µm. Mit der Standardabweichung von 0,1 µm ergibt sich ein Wertebereich für DGFP von
10,5 µm
2
s für ω=1,4 µm bis 13,8
µm2
s für ω=1,6 µm.
Die hier bestimmte Diﬀusionskonstante für reines GFP von 12 µm
2
s ist somit in Übereinstim-
mung mit den Werten aus der Literatur, beﬁndet sich aber am unteren Ende des publizierten
Wertebereichs.
Für die verlangsamte Diﬀusion in Zellen, verglichen zu der in wässriger Lösung, kann es ver-
schiedene Gründe geben. In Frage kommen, dass die Viskosität des Zyto- bzw. Nukleoplasmas
höher ist, dass die Proteine in größeren Komplexen diﬀundieren, dass die Moleküle transient
gebunden werden, oder dass die Molekültranslation durch Stöße mit festen Zellstrukturen ver-
langsamt ist. Ferner kann ein mit Molekülen überfülltes Zyto- oder Nukleoplasma die Diﬀusion
beeinträchtigen (Kao et al., 1993; Klonis et al., 2002; Lippincott-Schwartz et al., 2001). Einige
dieser Aspekte werden im Folgenden näher diskutiert. Luby-Phelps et al. beschrieben in zwei
Publikationen die Diﬀusion im Zytoplasma als Diﬀusion durch ein eﬀektives Netz. Sie kamen
zu dem Ergebnis, dass die Porengröße des Netzes im Bereich von 200 bis 400 A˚ liegen könnte
(Luby-Phelps et al., 1986), und dass Teilchen mit einem Radius größer als 260 A˚ evtl. gar nicht
mehr im Zytoplasma diﬀundieren könnten (Luby-Phelps et al., 1987). In einer aktuellen Studie
untersuchten Kühn et al. (2011) die Diﬀusion in der Zelle und im Zellkern. Sie beschrieben
hierbei ein Modell, in welchem das Zytoplasma aus einer viskosen ﬂüssigen Phase, dem Zyto-
sol und aus einer nicht ﬂüssigen, festen Phase z. B. dem Zytoskelett besteht. Entsprechendes
gilt für das Nukleoplasma, bestehend aus Nukleosol und fester Struktur z.B. Chromatin. Auf
Basis dieses Modells untersuchten sie zwei verschiedene Zelllinien und konnten die Diﬀusion
separat für Zytoplasma und Zytosol bzw. Nukleoplasma und Nukleosol, sowie die Porösität
der Strukturen bestimmen. Die für das Zytosol bzw. Nukleosol bestimmte Diﬀusionskonstan-
te war folglich immer größer als die des Zyto- bzw. Nukleoplasmas. Trotz der postulierten
porösen Struktur des Chromatins, die die Diﬀusion verlangsamen kann, zeigte sich in allen
bisherigen Experimenten, dass selbst die dichtesten Heterochromatinbereiche auch für große
Moleküle von ca. 120 bis 150 kDa (Bancaud et al., 2009; Dross et al., 2009) oder sogar bis 580
kDa (Lukacs et al., 2000) noch gut zugänglich sind. Aus ähnlichen Experimenten zur Diﬀusion
im Zellkern schlussfolgerten Wachsmuth et al. (2000), dass es nicht ausreiche die Ergebnisse
mit dem normalen Diﬀusionsmodell zu beschreiben und dass deshalb ein zweikomponentiges
Modell nötig sei, wobei die zweite Komponente eine um ein bis zwei Größenordnungen kleinere
Diﬀusionskonstante zeige als die erste. Alternativ zu dem zweikomponentigen Modell schlugen
die Autoren anormales Diﬀusionsverhalten vor. Anormales Diﬀusionsverhalten beschreibt den
Fall, für den das mittlere Verschiebungsquadrat nicht mehr linear mit der Zeit wächst (siehe
Gleichung 4.2), sondern proportional zu tα ist. Während α = 1 normales Diﬀusionsverhalten
mit Brown'scher Bewegung beschreibt, bezeichnet 0 < α < 1 anormale Subdiﬀusion und α > 1
anormale Superdiﬀusion (z. B. Lubelski und Klafter, 2008). Weiss et al. (2004) konnten zeigen,
dass anormale Subdiﬀusion wahrscheinlich durch die molekulare Überfüllung im Zytoplasma
bedingt ist. Weitere nähere Untersuchungen zu diesem Thema machten Bancaud et al. (2009).
Wie von ihnen zusammengefasst, besitzt der Zellkern eine sehr hohe Makromoleküldichte. Diese
molekulare Überfüllung bewirkt neben einem Volumenausschluss auch eine verlangsamte Diﬀu-
sion und verschiebt Bindungsreaktionen auf die Seite des gebundenen Zustands. So bleiben z. B.
chromatininteragierende Proteine, aufgrund der durch die molekulare Überfüllung verursachten
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Aﬃnität, transient im Heterochromatin gefangen. Dies verlangsamt ihre Diﬀusion. Aufgrund
der experimentellen Ergebnisse argumentierten die Autoren schließlich für eine fraktale Struktur
des Chromatins.
Zusammengefasst zeigt GFP in Zellen eine deutlich reduzierte Diﬀusionskonstante, verglichen zu
der in wässriger Lösung. Die verminderte Diﬀusion wird wahrscheinlich durch Stöße mit festen
Zellstrukturen und durch die molekulare Überfüllung bedingt.
4.1.2 Mobilität der Reparaturproteine ATR, NBS1, MDC1 und 53BP1 in
unbestrahlten Zellen
Unter der Annahme, dass alle Proteine die gleiche Dichte besitzen und kugelförmig Geometrie
aufweisen, lässt sich die freie Diﬀusionskonstante DGFP−Protein eines GFP gekoppeltes Proteins
mit der MassemGFP−Protein durch folgende Formel beschreiben. Das Protein darf dabei keinerlei
Bindungen eingehen (McNally, 2008).







Hierbei ist DGFP die Diﬀusionskonstante von reinem GFP im gleichen Milieu und mGFP die
Masse von reinem GFP (mGFP= 27 kDa). Mit der experimentell bestimmten Diﬀusionskonstante
für GFP (DGFP = 12 µm
2
s ) ist diese Abhängigkeit in Abbildung 4.1 dargestellt.






















Abbildung 4.1: Theoretische Abhängigkeit der Diﬀusionskonstante von der Proteinmasse.
Die Diﬀusionskonstanten D der GFP-markierten Proteine ATR, NBS1, MDC1 und 53BP1 (nach
Formel 4.5 berechnet) sind im Überblick in Tabelle 4.1 gezeigt. Deff ist die experimentell be-
stimmte eﬀektive Diﬀusionskonstante. γeff ergibt sich durch Division von D durch Deff . Feq
bezeichnet den Anteil der ungebundenen Proteine im Gleichgewicht und lässt sich durch 1/γeff
berechnen. NBS1 ist mit einem Tandem-GFP, alle anderen Proteine mit einem GFP markiert.
Aus diesem Grund trägt NBS1 hier die Bezeichnung NBS1-GFP-GFP.
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- 0,50 0,25 0,029 0,0125
γeff - 10,6 27,5 197 460
Feq - 9% 4% 0,5% 0,2%
Während sich die Fits mit dem Diﬀusionsmodell sehr gut in die Messdaten von NBS1-GFP-GFP
und ATR-GFP in unbestrahlten Zellen einpassten, war dies für MDC1-GFP und 53BP1-GFP
nicht der Fall. Aus diesem Grund sollten die bestimmten eﬀektiven Diﬀusionskonstanten für
MDC1-GFP und 53BP1-GFP aus Tabelle 4.1 in diesem Zusammenhang mehr als Beschreibung
der Größenordnung der Mobilität im Vergleich zu der anderer Proteine verstanden werden. Ver-
gleicht man unter diesen Voraussetzungen die in Tabelle 4.1 dargestellten Werte für die vier
Proteine, so ist deutlich zu erkennen, dass in allen Fällen die experimentell bestimmte eﬀektive
Diﬀusionskonstante der Proteine Deff kleiner ist als die mit Formel 4.5 berechnete und erwartete
Diﬀusionskonstante D. Wie an γeff zu sehen beträgt das Verhältnis beider Größen zwischen 10,6
für ATR-GFP und 460 für 53BP1-GFP. Im Folgenden werden jedoch zunächst die experimentell
bestimmten Messwerte Deff mit publizierten Daten zur Proteinmobilität im Zellkern verglichen,
bevor anschließend die verringerte Mobilität und die Werte von γeff und Feq diskutiert werden.
Aktueller Kenntnisstand zur Mobilität von Proteinen im Zellkern
Der Vergleich der hier beschriebenen Messwerte mit anderen ist oft sehr schwierig, da in Publi-
kationen teilweise komplett auf die mathematische Modellierung von FRAP Kurven verzichtet
wird, andere Modelle verwendet werden (siehe auch Abschnitt 4.2), oder die Messdaten teils un-
terschiedlich normiert werden. Bekker-Jensen et al. (2005) untersuchten die Mobilität von 53BP1-
GFP in unbestrahlten Zellen. Das Plateau wurde nach ca. 60 s erreicht und damit deutlich früher
als in den hier gezeigten Messungen, in denen die Fluoreszenz noch 600 s nach dem Bleichen leicht
ansteigt. Die Mobilität von NBS1-GFP-GFP und MDC1-GFP in unbestrahlten Zellen wurde von
Lukas et al. (2003, 2004) untersucht. Die Messungen von NBS1-GFP-GFP erreichten bereits nach
ca. 2 bis 3 s annähernd den Plateauwert, die von MDC1-GFP nach ca. 7 s. Die Mobilität von
NBS1-GFP-GFP war folglich, analog zu den hier vorgestellten Ergebnissen höher als die von
MDC1-GFP. In den hier gezeigten Messungen erreicht NBS1 den Plateauwert allerdings erst
nach ca. 30 s und MDC1 nach ca. 300 s. In den publizierten Messungen wurden die FRAP-
Kurven nur bis 4 s und 7 s nach dem Bleichen aufgezeigt. Folglich ist nicht ersichtlich, ob die
Daten nach den genannten Zeitpunkten noch weiter ansteigen. Lukas et al. (2004) bestimmten
auch die eﬀektive Diﬀusionskonstante von NBS1-GFP-GFP und MDC1-GFP. Sie erhielten für
NBS1-GFP-GFP Werte von Deff=2, 53± 0, 3 µm
2
s und für MDC1-GFP Deff=2, 08± 0, 29 µm
2
s .
Zur Bestimmung der Konstanten wurde das von Ellenberg et al. (1997) beschriebene und auch
von Essers et al. (2002) angewandte Modell gewählt. Hierbei handelt es sich um eine empirische,
eindimensionale Diﬀusionsgleichung. Wie Ellenberg et al. (1997) zeigten, stimmt dieses Modell
nur bis zu einem Fluoreszenzsignal von unter ca. 65% mit einem zweidimensionalen Modell über-
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ein. Aufgrund dessen ﬁtteten Lukas et al. (2004) die Daten nur bis wenige Sekunden nach dem
Bleichen und spätere Datenpunkte blieben folglich unbeachtet.
Im Folgenden wird kurz auf die Diﬀusionseigenschaften von weiteren Proteinen im Zellkern einge-
gangen, auch wenn diese meist völlig verschiedene strukturelle und mechanistische Eigenschaften
besitzen. Dies soll jedoch helfen die Proteinmobilität im Zellkern im Allgemeinen zu verstehen
und somit die hier bestimmten eﬀektiven Diﬀusionskonstanten Deff aus Tabelle 4.1 besser ein-
ordnen zu können. Transkriptionsfaktoren und DNA-Reparaturproteine zeigen im Allgemeinen
höhere Mobilitäten als Chromatinproteine (z. B. van Royen et al., 2011; Carrero et al., 2003).





stimmt (Houtsmuller et al., 1999; Rodgers et al., 2002; Essers et al., 2002). Weitere Proteine im
Kern, wie rRNA Prozessierungs- und Transkriptionsfaktoren zeigten Mobilitäten mit einer ef-




s (Phair und Misteli, 2000; Calapez et al.,
2002; Michelman-Ribeiro et al., 2009).
Zusammengefasst liegen die Werte der eﬀektiven Diﬀusionskonstanten von Proteinen im Zellkern




s . Die hier bestimmten eﬀektiven Diﬀusionskonstanten
von ATR-GFP und NBS1-GFP-GFP liegen innerhalb dieser Messspanne im unteren Bereich. Die
Werte für MDC1-GFP und 53BP1-GFP liegen jedoch deutlich darunter.
Gründe für die verlangsamte Diﬀusion der untersuchten Proteine
Wie bereits erwähnt und in Tabelle 4.1 gezeigt, weichen die experimentell bestimmten Diﬀusions-
konstanten Deff stark von den theoretisch erwarteten Diﬀusionskonstanten D ab. Das Verhältnis
beider Größen ist durch γeff gegeben. Es beträgt zwischen 10,6 für ATR-GFP und 460 für 53BP1-
GFP. Vermutlich binden die Proteine zusätzlich zur Diﬀusion an feste Strukturen. Je stärker die
Bindung und je mehr freie Bindungsstellen vorhanden sind, umso mehr Protein wird gebunden.
Dies wird durch den Wert Feq in Tabelle 4.1 wiedergegeben. Er bezeichnet den Anteil der un-
gebundenen Proteine im Gleichgewicht. Der immobilisierte Anteil war in allen Fällen sehr hoch.
Deshalb wird im Folgenden beschrieben, an welche Proteine und Strukturen die vier Proteine
NBS1, ATR, MDC1 und 53BP1 binden können.
Wie in Abschnitt 1.1.2 bereits erläutert, kannNBS1 an MRE11 binden, wodurch es in den MRN-
Komplex eingebunden wird. Außerdem bindet NBS1 an ATM und besitzt mehrere Phospho-
peptidbindungsstellen, eine FHA- und zwei BRCT-Domänen. An diese Domänen können neben
CtIP, MDC1, ATR und der WRN-Helikase vermutlich auch noch andere Proteine, die nach DNA-
Schadensinduktion phosphoryliert werden, binden (zusammengefasst von Williams et al. (2010)).
Zusätzlich zu den direkten Bindungen sind weitere Szenarien denkbar. Kann ein Protein, das mit
NBS1 interagiert, noch an andere Proteine binden, so kann es als Bindeglied zwischen NBS1 und
weiteren Strukturen agieren. Auf diese Weise wird NBS1 wahrscheinlich im MRN-Komplex über
MRE11 an die geschädigte DNA gebunden. Für XRS2, dem NBS1 Analog in Hefezellen, wurde
die direkte Bindung an die DNA beschrieben (Trujillo et al., 2003). Ob auch NBS1 solche DNA
bindenden Eigenschaften besitzt ist unklar. Unabhängig davon wurde mehrfach eine Interaktion
zwischen NBS1 und MDC1, die von der Casein Kinase 2 abhängig ist, beschrieben. Diese Inter-
aktion wird im nächsten Absatz bei der Behandlung der MDC1-Bindungseigenschaften genauer
beschrieben.
Sowohl Jungmichel und Stucki (2010) als auch Coster und Goldberg (2010) beschrieben in Über-
sichtsartikeln die Bindeeigenschaften von MDC1 mit anderen Proteinen. MDC1 besitzt im We-
sentlichen fünf funktionelle Domänen: eine FHA-, eine SDT-, eine TQXF-, eine PST- und eine
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BRCT-Domäne. Über die BRCT-Domäne interagiert MDC1 mit der Untereinheit des APC/C
(Anaphase promoting complex) CDC27, der DNA-Topoisomerase II und mit γH2AX. Die PST-
Domäne beinhaltet vermutlich eine DNA-PK-Bindungsstelle. An die durch ATM phosphorylierte
TQXF-Domäne bindet RNF8. An die FHA-Domäne können CHK2, ATM und Rad51 binden.
Eine für diese Arbeit interessante und deshalb genauer beschriebene Interaktion ist die zwischen
MDC1 und NBS1 über die SDT-Domäne. In mehreren Publikationen wurde gezeigt, dass MDC1
strahlungsunabhängig von CK2 an mehreren Stellen in der SDT-Domäne phosphoryliert wird,
und darüber mit den FHA-Domänen des NBS1-Proteins interagiert (Chapman und Jackson,
2008; Melander et al., 2008; Spycher et al., 2008; Wu et al., 2008). Wie später noch genauer dis-
kutiert wird, spielt diese Interaktion auch für die NBS1-Akkumulation an DNA-Schadstellen eine
entscheidende Rolle. Wie sowohl die Messungen hier als auch die von Lukas et al. (2004) zeig-
ten, sind die eﬀektiven Diﬀusionskonstanten von NBS1 und MDC1 deutlich verschieden. Deshalb
können beide Proteine nicht in einem Holokomplex diﬀundieren, sondern müssen eher dynamisch
interagieren. Auch eine Bindung von MDC1 an 53BP1 wurde beschrieben (Eliezer et al., 2009).
Wie in Abschnitt 1.1.2 ausgeführt, bindet 53BP1 über seine Tudor Domänen an Histone H3,
die am Serin 79 methyliert sind (H3K79me). Im Allgemeinen wird angenommen, dass diese
Methylierungsstelle im ungeschädigten Chromatin nicht zugänglich ist und 53BP1 erst nach der
Relaxation des Chromatins um den DSB binden kann. Bekker-Jensen et al. (2005) konnten jedoch
zeigen, dass 53BP1 auch in unbestrahlten Zellen transient mit am Serin 79 methylierten Histonen
H3 (H3K79me) interagieren kann. Dies könnte die stark verringerte Mobilität von 53BP1 in
unbestrahlten Zellen erklären. Wie bereits erwähnt, kann 53BP1 auch in unbestrahlten Zellen mit
MDC1 interagieren, wodurch 53BP1 über MDC1 an Chromatin binden kann (Eliezer et al., 2009).
Zusätzlich zur Bindung an andere Proteine wurde für 53BP1 eine Oligomerisierung beschrieben
(Adams et al., 2005; Zgheib et al., 2009).
ATR interagiert strahlungsunabhängig mit dem 90 kDa großen ATRIP Protein (Cortez et al.,
2001; Nam und Cortez, 2011). Da Zou und Elledge (2003) aber zeigen konnten, dass die Mehrzahl
an ATR nicht an ATRIP gebunden ist, ist diese Interaktion vermutlich sehr transient, bzw. auf
einen kleinen Anteil von ATR beschränkt. ATR besitzt keine bekannte DNA-Bindungsdomäne
(Nam und Cortez, 2011), dennoch konnten Unsal-Kaçmaz et al. (2002) zeigen, dass ATR DNA
direkt binden kann. Da in ihren Experimenten kein ATRIP zu sehen war schlussfolgerten sie,
dass diese Bindungseigenschaften allein von ATR ausgingen. Experimente von Bomgarden et al.
(2004) ließen annehmen, dass ATR und ATRIP im Komplex, aber nicht alleine, auch ssDNA
binden können die nicht mit RPA dekoriert ist. Dieses sehr unvollständige und teilweise wider-
sprüchliche Bild lässt vermuten, dass eventuelle ATR-DNA Bindungseigenschaften sehr schwach
sind. In einer aktuellen Publikation wurde unabhängig davon gezeigt, dass ATR über TOPBP1
auch an, von CK2 phosphoryliertes MDC1 binden kann (Wang et al., 2011).
Nach diesen Beschreibungen zu den Proteininteraktionen von NBS1, ATR, MDC1 und 53BP1
ist es oﬀensichtlich, dass diese an viele verschiedene Proteine binden können. Aufgrund der Dis-
krepanzen zwischen D und Deff liegt insbesondere für die Proteinen MDC1 und 53BP1 eine
Interaktion mit immobilen Strukturen sehr nahe. Für 53BP1 wird dies vermutlich dadurch be-
dingt, dass es wie von Bekker-Jensen et al. (2005) beschrieben, auch in unbestrahlten Zellen an
H3K79me bindet. Dies wird durch weitere Ergebnisse bestätigt, in denen gezeigt werden konnte,
dass 53BP1 auch in unbestrahlten Zellen am Chromatin bindet (Rübe et al., 2011). MDC1 bindet
an die phosphorylierte Histonvariante γH2AX, die um den DSB gebildet wird. Aber auch in un-
bestrahlten Zellen ist vermutlich ein Teil des H2AXs zu γH2AX phosphoryliert (Rogakou et al.,
1998), an das MDC1 binden könnte. Dies würde die stark verringerte Mobilität von MDC1 in
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unbestrahlten Zellen erklären. Zusätzlich wäre denkbar, dass 53BP1 und MDC1 durch die be-
schriebene gegenseitige Interaktion, über das jeweilige andere Protein an das Chromatin binden
kann (Eliezer et al., 2009). Durch diese verschiedenen Bindungen von 53BP1 und MDC1 an das
Chromatin, ließen sich die Abweichungen der entsprechenden Diﬀusionsﬁts und die großen Werte
für γeff erklären. Die Tatsache, dass für NBS1 und ATR die γeff Werte deutlich kleiner waren
und die Diﬀusionsﬁts sehr gut in die Daten passten, lässt annehmen, dass mögliche Interaktio-
nen von NBS1 und ATR mit immobilen Strukturen sehr transient sind. Dies würde vielleicht
auch erklären, weshalb Bindungen von 53BP1 und MDC1 an Chromatinstrukturen beschrieben
wurden, die für NBS1 und ATR aber umstritten sind.
Wie bereits erwähnt, binden die Proteine nicht nur an immobile Strukturen, sondern können
auch mit zahlreichen anderen Proteinen interagieren. Deshalb ist außerdem denkbar, dass die
Proteine zum Teil nicht einzeln, sondern in größeren Komplexen diﬀundieren. Der Zusammen-
hang zwischen der Protein- bzw. Komplexmasse und der Diﬀusionskonstante nach Formel 4.5 ist
in Abbildung 4.1 dargestellt. Die Kurve wird mit zunehmender Masse immer ﬂacher. Demnach
müssten die Komplexe extrem große Massen annehmen, um die gemessenen Werte von Deff zu
erreichen. Diese theoretischen Überlegungen beruhen jedoch auf kugelförmiger Geometrie der
Proteine. Haben sie abweichende Geometrien, so nimmt die Diﬀusionskonstante mit steigender
Masse stärker ab. Zusätzlich beruht Gleichung 4.5 auf Diﬀusion in reiner Flüssigkeit. Wie zuvor
schon genauer diskutiert, ist dies für den Zellkern keine exakte Annahme, da sich im Zellkern
eine große Menge an Chromatin und an anderen strukturbildenden Filamenten beﬁndet. Somit
ist anzunehmen, dass sich eine Art Gitter- oder Netzstruktur bildet, durch die gelöste Proteine
hindurch diﬀundieren (Luby-Phelps et al., 1986). Aus diesem Grund stellt sich die Frage, ob das
Chromatingitter die Proteindiﬀusion beeinﬂussen könnte, und wenn ja, ab welcher Proteingröße.
In Experimenten zum Diﬀusionsverhalten von Teilchen im Zellkern zeigte sich, dass Proteine
bis ca. 500 kDa relativ ungehindert diﬀundieren können, die Diﬀusion mit zunehmender Mas-
se der Teilchen aber behindert wird und Dextrane mit einer Masse von 2000 kDa im Zellkern
völlig immobil sind (Lukacs et al., 2000; Braga et al., 2004). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
Dextrane im Allgemeinen eine weniger rigide Struktur als Proteine besitzen, weshalb ihre Mobi-
lität bei gleicher Masse deutlich geringer ist (Görisch et al., 2005). NBS1 bildet zusammen mit
Rad50 und MRE11 den MRN-Komplex. Mit Massen von 137 kDa für NBS1-GFP-GFP, 154 kDa
für Rad50 und 79 kDa für MRE11 hätte der MRN-Komplex eine Gesamtmasse von 370 kDa.
Wenn alle drei Proteine in doppelter Ausführung im Komplex gebunden sind (wie in Abschnitt
1.1.2 beschrieben), so wäre die Masse dementsprechend 740 kDa. Dies könnte, nach den oben
genannten Ergebnissen, die Diﬀusion verlangsamen. Wie viele und welche Proteine aber genau
im Komplex gebunden sind, ist nicht bekannt. Gleiches gilt für die anderen Proteine MDC1,
53BP1 und ATR. Auch für diese könnte das Diﬀusionsverhalten durch die Bildung von großen
Komplexen verringert sein. Allerdings ist auch hier nicht bekannt, wie viele Proteine und welche
in einem solchen Komplex beteiligt sein könnten.
Zusätzlich wird in der Literatur oft argumentiert, dass frei diﬀundierende Proteine ihre Bindungs-
stellen nicht eﬀektiv im großen Chromatinnetz ﬁnden könnten. Deshalb wurde auch alternatives
Translationsverhalten von Kernproteinen vorgeschlagen. Verschiedene Arten der Proteinbewe-
gung fassten van Royen et al. (2011) zusammen. Bei eindimensionalem Diﬀusionsverhalten glei-
ten die Proteine entlang des DNA-Strangs. Alternativ hierzu ist die zweidimensionale Diﬀusion
auf der Chromatinoberﬂäche. Mit experimentellen Ansätzen wurde das Gleiten entlang des Chro-
matins bereits gemessen (Shimamoto, 1999). Blainey et al. (2009) konnten zusätzlich zeigen, dass
acht verschiedene DNA-interagierende Proteine beim Gleiten entlang des Chromatinstrangs, um
diesen rotieren. Auch für das DSB-Reparaturprotein Rad51 und den Msh2-Msh6 Reparaturkom-
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plex konnte eindimensionales Gleiten entlang des Chromatins gezeigt werden (Gorman et al.,
2007; Granéli et al., 2006). Ein solches Verhalten würde die Diﬀusion ebenfalls verlangsamen.
Jedoch ergeben sich aus dieser Modellvorstellung neue schwerwiegende Probleme, da sich die
verschiedenen Proteine gegenseitig stark behindern würden. Deshalb ist anzunehmen, dass der-
artiges Proteintranslationsverhalten auf einige spezielle Fälle beschränkt ist.
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4.2 Vergleich der verschiedenen FRAP-Modelle sowie experimen-
telle Einschränkungen
Vergleich der verschiedenen FRAP-Modelle
Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Modelle zur Beschreibung der FRAP-Kurven
verwendet. Sie berücksichtigen verschiedene Aspekte zur Berechnung der Proteinmobilität, wie
z.B. die Diﬀusion des Proteins, die Anzahl der Bindungszustände des Proteins und die räumliche
Geometrie (siehe Tabelle 4.2). Die Geometrie beschreibt die Ausdehnung des Zellkerns und die
lokalisierte Bindung in Foci. Die Grundlagen zu den Modellen, die bereits in Abschnitt 3.2.5
beschrieben wurden, werden hier genauer diskutiert.
Tabelle 4.2: Modelle zur Beschreibung der Proteinmobilität.
Modell Diﬀusion 1. Bindung 2. Bindung Geometrie
Reaktionsbasiert
einkomponentiga
- + - -
Reaktionsbasiert
zweikomponentiga
- + + -























































bnach Axelrod et al. (1976) und Sprague et al. (2004)
cnach Crank (1975) und Sprague et al. (2004)
dnach Sprague et al. (2004)
enach Sprague et al. (2006)
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Da durch das Bleichen in FRAP Experimenten lediglich die ﬂuoreszierenden Eigenschaften der
Chromophore zerstört werden, jedoch nicht die biologische Funktion der Proteine, ändert sich
die Konzentration der freien Bindungsstellen Seq bei einem System im Gleichgewicht nicht. Aus




C) werden. Hierbei wird Seq mit kon zusammengefasst zu k∗on (k∗on = Seq · kon). Diese
Annahmen setzen voraus, dass sich die Gesamtmenge an Protein und Bindungsstellen wäh-
rend dem FRAP-Experiment nicht ändern. Ferner müssen die Bindungsstellen für die Dauer des
FRAP-Experiments immobil sein (Sprague et al., 2004, 2006). All die Modelle beschreiben ledig-
lich einfache Reaktionsschritte nach diesem Schema. Kompliziertere Mechanismen und Prozesse
wie Inhibition, Katalyse oder Folgereaktionen sind nicht enthalten.
Das einkomponentige bzw. zweikomponentige Reaktionsbasierte Modell beschreibt le-
diglich eine bzw. zwei derartige Reaktionen. Die Diﬀusionsprozesse sind sehr schnell im Vergleich
zu den Reaktionsprozessen, so dass der gebleichte Fleck quasi instantan mit den diﬀundierenden
Proteinen gefüllt wird. Die verbleibende Fluoreszenzzunahme ist lediglich durch die Reaktions-
prozesse bestimmt. Ob die schnelle Diﬀusion am Anfang detektierbar ist, wird maßgeblich durch
die Frequenz der Bildaufnahme bestimmt. Auch aus diesem Grund lässt sich das Modell meist
nur auf FRAP-Messungen mit kleiner Bildfrequenz anwenden. Experimentell kann ein solches
Verhalten durch variable Bleichﬂeckgrößen veriﬁziert werden, wobei sich die gemessenen Kurven
nicht ändern dürfen (McNally, 2008). Für die hier vorgestellten Versuche war dies aufgrund der
lokalen Schadensbindung jedoch nicht möglich.
Zur Modellierung reiner Diﬀusion wurde das von Axelrod et al. (1976) aufgestellte und von
Soumpasis (1983) weiterentwickelte Modell verwendet. Dieses Modell wurde in der Literatur viel-
fach angewandt. Es ist jedoch zu bedenken, dass es nur die zweidimensionale Diﬀusion beschreibt.
Außerdem wird das Proﬁl des gebleichten Punktes als scheibenförmig und nicht als gaußförmig
angenommen. Diese geometrischen Einschränkungen werden später in diesem Kapitel diskutiert.
Ist die Reaktion viel schneller als die Diﬀusion durch den gebleichten Fleck, so stellt sich ein loka-
les Gleichgewicht ein (Crank, 1975). Daraus folgt, dass sich an jeder sehr kleinen Stelle innerhalb
des gebleichten Punktes die Konzentration der gebundenen Proteine nicht ändert (∂C∂t = 0).
Unter diesen Voraussetzungen lässt sich das Diﬀusions-Reaktionsverhalten durch verlangsamte
Diﬀusion beschreiben (Crank, 1975). Dieser Fall wird dann als eﬀektive Diﬀusion bezeichnet.
Die bindende und die diﬀundierende Fraktion verhalten sich wie eine langsam diﬀundierende




. Damit gelten auch für
diesen Fall die gleichen Einschränkungen wie für das Diﬀusionsmodell.
Das hier verwendete Diﬀusionsmodell mit einer Bindung entspricht dem von Sprague et al.
(2004) beschriebenen "Reaktions-Diﬀusionsmodell". Es beschreibt neben der Diﬀusion noch zu-
sätzlich eine Bindung nach pseudo erster Ordnung. Im Gegensatz zum eﬀektiven Diﬀusions-
modell, unterliegt die Bindung nicht der Einschränkung, dass sie sehr schnell im Vergleich zur
Diﬀusion sein muss.
Das verwendeteDiﬀusions-Reaktionsmodell, das von Sprague et al. (2006) veröﬀentlicht wur-
de, wurde zuvor bereits ausführlich beschrieben (siehe Abschnitt 3.2.5). Es berücksichtigt als
einziges von den hier verwendeten Modellen die Ausdehnung des Zellkerns und die Lokalisation
der Bindungsstellen. Es beschreibt eine zellkernweite Diﬀusion mit einer, ebenfalls kernweiten,
sehr schnellen Bindung, die sich somit im lokalen Gleichgewicht beﬁndet. Die kernweite Mobilität
wird deshalb als eﬀektive Diﬀusion beschrieben. Zusätzlich beschreibt das Modell eine räumlich
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begrenzte Bindung innerhalb des Zellkerns. Abhängig von den Eigenschaften der kernweiten und
der räumlich begrenzten Bindung lassen sich einige Sonderfälle unterscheiden: Ist die räumlich be-
grenzte Bindung sehr schwach, so kann diese schlichtweg vernachlässigt werden. Das Diﬀusions-
Reaktionsmodell mit vernachlässigbarer lokaler Bindung beschränkt sich dann auf die
eﬀektive Diﬀusion und ist damit gleich zum eﬀektiven Diﬀusionsmodell, außer dass es zusätz-
lich die Ränder des Zellkerns als Diﬀusionsbarriere berücksichtigt. Im zweiten Sonderfall, dem
reaktionsdominanten Diﬀusions-Reaktionsmodell, ist die eﬀektive Diﬀusion (Diﬀusion zu-
sammen mit der kernweiten Bindung) sehr schnell im Vergleich zur räumlich begrenzten Bindung.
Somit ist die eﬀektive Diﬀusion instantan, und die Fluoreszenzzunahme fast ausschließlich durch
die räumlich begrenzte Bindung bestimmt. Dieser Fall ist somit fast analog zum Reaktionsba-
sierten einkomponentigen Modell. Er berücksichtigt jedoch die Ausdehnungen des Zellkerns und
der räumlich begrenzten Bindung. Im dritten Sonderfall, dem Diﬀusions-Reaktionsmodell
mit lokalem Gleichgewicht, ist auch die Bindung an die räumlich begrenzten Bindungsstellen
sehr schnell im Vergleich zur kernweiten eﬀektiven Diﬀusion. Folglich herrscht hier auch für die
Bindung an die räumlich abgegrenzten Bindungsstellen ein lokales Gleichgewicht.
Zur Bestimmung der Mobilität von GFP, ATR-GFP, NBS1-GFP-GFP, MDC1-GFP und von
53BP1-GFP wurde in dieser Arbeit das eﬀektive Diﬀusionsmodell verwendet. Die Beschreibung
der selben Daten mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell mit vernachlässigbarer Bindung ergab ex-
akt die gleichen eﬀektiven Diﬀusionskonstanten. Folglich spielt in den hier beschriebenen Fällen
die Diﬀusionsbarriere am Zellkernrand keine maßgebende Rolle. Ist das Verhältnis von Bleich-
ﬂeckradius zu Zellkernradius jedoch größer, so hat dies natürlich Auswirkungen. In einem solchen
Fall sollte das Diﬀusions-Reaktionsmodell mit vernachlässigbarer Bindung bevorzugt werden.
Die hier gezeigten Messungen konnten in keinem Fall gut mit dem einkomponentigen Reakti-
onsmodell beschrieben werden. Insbesondere für den schnelleren Anstieg der Kurven von NBS1
und ATR zeigten sich sehr starke Abweichungen. Aber auch für die langsamer ansteigenden
Kurven reichte dieses Modell nicht aus. Wie fälschlicherweise manchmal angenommen, bedeu-
tet eine langsame Fluoreszenzzunahme oder ein kleiner Bleichﬂeck nicht automatisch, dass die
Diﬀusion vernachlässigt werden kann (Sprague et al., 2004, 2006; Mueller et al., 2008; Lambert,
2009). Auch sehr langsame FRAP-Kurven mit sehr niedrigen koff Werten können Diﬀusions-
abhängigkeit zeigen (Sprague und McNally, 2005). Wie Mueller et al. (2008, 2010) zeigten, kann
eine fälschliche Vernachlässigung der Diﬀusion starke Auswirkungen auf die bestimmten Bin-
dungseigenschaften haben. Sie konnten FRAP-Kurven, tatsächlich bedingt durch Diﬀusion und
eine zusätzliche Bindung, immer gut mit dem zweikomponentigen Reaktionsmodell ﬁtten. Dies
konnte für Kurven mit Werten für k∗on und koff , die eine Spanne von über acht Größenordnungen
aufwiesen, gezeigt werden. Das zweikomponentige Modell hat zur Folge, dass anstatt einer, zwei
Bindungszustände ermittelt werden, und sich somit komplett verschiedene Interpretationen der
Ergebnisse ergeben. In dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass mit dem zweikomponentigen
Reaktionsmodell fast alle Kurven gut geﬁttet werden konnten. Dies liegt an der hohen Variabili-
tät des Fits. Durch die vier freien Fitparameter lassen sich sehr viele FRAP-Kurven beschreiben.
Aufgrund dieser Problematiken wurde in dieser Arbeit auf die Interpretation der Fitergebnisse
mit dem zweikomponentigen Reaktionsmodell weitgehend verzichtet. Das zweikomponentige Re-
aktionsmodell sollte generell nur für Fälle angewandt werden, in denen die Diﬀusionsabhängigkeit
ausgeschlossen werden kann.
In allen Modellen, die die Diﬀusionsprozesse beinhalten, müssen Annahmen zur Form des Bleich-
ﬂecks getroﬀen werden. In den hier verwendeten Modellen wird immer ein kreisförmiges Bleich-
ﬂeckproﬁl angenommen. Wie Mueller et al. (2008) zeigten, kann dies das Fitergebnis für die Bin-
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dungskonstanten jedoch stark beeinﬂussen, da bei den falschen k∗on und koff Werten ein globales
Fitminimum entstehen kann. Durch die realistischere Annahme eines gaussförmigen Bleichﬂeck-
proﬁls erhielten sie um Größenordnungen verschiedene Ergebnisse. Sie schlussfolgerten aus ihren
Untersuchungen, dass diese Unterschiede jedoch nicht durch die Struktur des Bleichﬂeckproﬁls,
sondern durch einen zu klein angenommenen Radius des kreisförmigen Bleichﬂecks hervorge-
rufen wurden. Nach ihren Schlussfolgerungen ist es deshalb entscheidend, eine Bleichﬂeckgröße
anzunehmen, die der gebleichten Proteinmenge entspricht.
Im Folgenden werden einige weitere, für diese Arbeit relevante Aspekte und Einschränkungen
des Diﬀusions-Reaktionsmodells aufgegriﬀen.
In den Diﬀusions-Reaktionsmodellen nach Sprague et al. (2006) werden die Größe des Zellkerns
und die konzentrierte Lokalisation der Bindungsstellen modelliert. Die hier untersuchten Bin-
dungsstellen sind in einem kleinen Bereich innerhalb des Zellkerns lokalisiert. Durch die Akku-
mulation der Proteine an dieser Stelle bilden sich Foci. In dem Modell wird angenommen, dass
die Bleichﬂeckﬂäche der Fociﬂäche entspricht. Es ist somit entscheidend, dass der tatsächliche
gaußförmige Bleichﬂeck mindestens so groß ist, dass er den kompletten Fokus bleicht. Das war
in dieser Arbeit bei allen Experimenten der Fall.
Aus den Diﬀusionsmessungen für reines GFP im Zellkern wird dessen Diﬀusionskonstante
bestimmt. Aus den Masseverhältnissen zwischen reinem GFP und dem untersuchten GFP-
markierten Protein wird, bei angenommener sphärischer Form, das Volumenverhältnis abge-
schätzt und daraus die erwartete freie Diﬀusion des zu untersuchenden Proteins bestimmt. Aus
der so abgeschätzten reinen Diﬀusion des Proteins und der experimentell bestimmten eﬀektiven
Diﬀusion wird das transiente Bindeverhalten des Proteins im gesamten Zellkern bestimmt. Zei-
gen die Proteine abweichende Formen oder spielen andere Eﬀekte, wie in den Abschnitten 4.1.1
und 4.1.2 diskutiert, eine Rolle, so kann dies die Abschätzungen beeinﬂussen.
Aus praktischen Gründen wurde für diese Untersuchungen die zweidimensionale Variante des
Diﬀusions-Reaktionsmodells gewählt (Sprague et al., 2006). Unterschiede zwischen den zwei- und
dreidimensionalen Modellen werden bedingt durch: Transversal konisch verlaufende Bleichgeo-
metrien, insbesondere bei der Verwendung von Objektiven mit hoher numerischer Apertur, durch
das Eindringen ungebleichter Proteine in den analysierten Bleichﬂeck aus anderen Fokusebenen
und durch die Ausdehnung des Fokus in transversaler Richtung (Sprague et al., 2006).
Im Modell wird angenommen, dass sich der gebleichte kreisförmige Fokus in der Mitte eines kreis-
förmigen Zellkerns beﬁndet. In den hier vorgestellten Experimenten bilden sich jedoch nach der
Ionenbestrahlung mehrere Foci entlang der Trajektorien. Dies ist vorteilhaft, um die strahlungs-
induzierten Foci von strahlungsunabhängigen zu unterscheiden. Allerdings ergeben sich dadurch
Diskrepanzen zum Modell. Die Proteinbindung in weiteren Foci kann die Mobilität außerhalb der
Foci und den Austausch im gebleichten Fokus beeinﬂussen. Um den Einﬂuss dieser Fehlerquellen
zu minimieren wäre eine Untersuchung nach senkrechter Bestrahlung mit einem Ion in der Mitte
des Zellkerns am besten.
Das Diﬀusions-Reaktionsmodell beinhaltet außerdem die Annahme, dass alle Proteine innerhalb
des Bleichﬂecks vollständig gebleicht werden. Aus den Fits wird der Anteil der eﬀektiv diﬀundie-
renden Proteinmenge Feq,1eff und der gebundenen Proteinmenge C2eq bestimmt. Dies ist in der
Praxis jedoch fast nie der Fall. Wird bei unvollständigem Bleichen der gleiche Anteil von Feq,1eff
und C2eq gebleicht, so ändert dies das Resultat nicht. Sind die Anteile jedoch verschieden, so hat
auch dies Einﬂuss auf die Ergebnisse.
Zur Bestimmung des globalen Minimums des Fits wurden die Fitstartwerte für k∗2on und k2off
über 12 Größenordnungen permutierend variiert. Lassen sich keine konkreten Werte für k∗2on und
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k2off bestimmen, sondern nur deren Verhältnis, so deutet das nach Sprague et al. (2006) auf die
vereinfachte Variante des Diﬀusions-Reaktionsmodells mit lokalem Gleichgewicht in der räum-
lich begrenzten Bindung hin. Dies traf auf keinen der hier untersuchten Fälle zu. Sprague et al.
(2006) geben außerdem Konsistenzprüfungen an, um zu bestimmen, ob die vereinfachten Fälle
des Diﬀusions-Reaktionsmodells mit Reaktionsdominanz oder lokalem Gleichgewicht vorliegen.
Hierbei wird ermittelt, ob die bestimmten Bindungsparameter in den Domänen der verschiede-
nen Modellvarianten liegen. Diese Konsistenzprüfungen wurden in dieser Arbeit in allen Fällen
durchgeführt. Für alle gemessenen Kurven lagen sie entweder in der Domäne des nicht vereinfach-
ten Diﬀusions-Reaktionsmodells, oder direkt am Übergang zum reaktionsdominierten Diﬀusions-
Reaktionsmodell. Da sich diese Grenzen jedoch, abhängig von D1eff und R0, leicht verschieben
können und die reaktionsdominierte Variante keine guten Fitergebnisse lieferte, wurde in allen
Fällen das Verhalten nach dem nicht vereinfachten Diﬀusions-Reaktionsmodell bestimmt.
Es ist zu erwähnen, dass ein gutes Fitergebnis nie garantiert, dass das gewählte Modell und die
bestimmten Parameter korrekt sind. Dies wurde am Beispiel des zweikomponentigen Reaktions-
basierten Modells zuvor diskutiert. Ein zu vereinfachtes Modell kann, wie für das einkomponen-
tige Reaktionsbasierte Modell ersichtlich, die Daten meist nicht beschreiben. Folglich sollte ein
möglichst realitätsbezogenes Modell mit möglichst wenigen Fitparametern gewählt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit war dies mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell nach Sprague et al. (2006),
durch die Beschreibung der kernweiten Diﬀusion mit transienter Bindung und zusätzlicher lokali-
sierter fester Bindung in den meisten Fällen möglich. Hierbei gibt es lediglich zwei frei Parameter,
nämlich k∗2on und k2off .
Zahlreiche andere FRAP-Modelle wurden publiziert. Zusätzlich zu den diskutierten Variatio-
nen in Einbeziehung bzw. Vernachlässigung der Diﬀusion und in der Anzahl der modellier-
ten Bindungsarten und Kompartimente beschreiben die Modelle oft andere Bleichmuster (z.B.
Dundr et al., 2002; Carrero et al., 2003; Phair et al., 2004b; Houtsmuller, 2005; Hinow et al., 2006;
Beaudouin et al., 2006; van Royen et al., 2009; Tsibidis, 2009). Um die hier beschriebenen lokali-
sierten Bindungen zu untersuchen, sind die meisten Modelle jedoch ungeeignet.
Experimentelle Einschränkungen
Durch die erfolgte Doppelnormierung können unerwünschte Eﬀekte, wie der Fluoreszenzsignal-
verlust durch die Bildaufnahme oder Schwankungen in der Intensität des Anregungslichts kom-
pensiert werden. Dies setzt allerdings voraus, dass sich die Variationen im Signal für den gesamten
Zellkern und in den hellen Foci gleich verhalten. Bei sehr schwachem Signal sind die Messdaten
von starkem Rauschen überlagert, und die Bestimmung des Nullwertsignals kann problematisch
sein. Außerdem können sich die Zellen während langen Messungen bewegen. Dies kann mit Hilfe
von entsprechender Bildbearbeitung teilweise kompensiert werden. Dennoch erhöht es die Varia-
bilität der Messungen. Derartige Streuungen der experimentellen Ergebnisse lassen sich durch
statistische Mittelung verringern. Zusätzlich zur biologischen Variabilität wie z.B. Zellkerngröße,
Morphologie des Zellkerns, Chromatinstruktur etc. kommen, wie am Beispiel von 53BP1 später
näher diskutiert wird, Unterschiede im Expressionslevel der transﬁzierten GFP-Proteine. Da die
Gesamtproteinmenge das Ergebnis beeinﬂussen kann, ist unter diesen Bedingungen die Mitte-
lung über viele Zellen problematisch. Die Menge an gebundenem Protein variiert auch mit der
Focianzahl in der Zelle. Auch dadurch kann sich die Mobilität der Proteine im gesamten Zellkern
verändern.
Experimentelle Bedingungen, bei denen sich einige der hier diskutierten Fehlerquellen ausschlie-
ßen ließen, wären die folgenden: Eine einzelne Zelle wird gewählt, bei der das Expressionslevel
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anhand des Gesamtﬂuoreszenzsignals bestimmt wird. Durch eine kurze FRAP-Messung wird
die Mobilität der Proteine in der unbestrahlten Zelle gemessen. Daraufhin wird die Zelle mit
einem einzelnen, in der Mitte platzierten Ion senkrecht bestrahlt. Die Fluoreszenzzunahme im
entstehenden Fokus und die Fluoreszenzabnahme außerhalb des Fokus werden gemessen. Nach
Erreichen des Gleichgewichtszustands wird eine FRAP-Messung des Fokus und eine außerhalb
des Fokus durchgeführt. Auf derartige Weise könnte die Mobilität in einer einzelnen Zelle umfas-
send modelliert werden. Analysen zur Abhängigkeit der Ergebnisse von der Gesamtproteinmenge
könnten weitere Erkenntnisse liefern. Prinzipiell geeignet für solche Messungen ist der, auch in
dieser Arbeit kurz beschriebene, Microbeamaufbau der GSI. Erste Schritte in diese Richtung
wurden bereits unternommen (Merk et al., 2010).
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4.3 Dynamisches Verhalten der Reparaturproteine nach DNA-
Schadensinduktion
4.3.1 Dynamisches Verhalten von NBS1 und MDC1 nach DNA-Schadensin-
duktion
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Bindeverhalten von MDC1 und NBS1 in strahlen-
induzierten Foci untersucht. Um die Ergebnisse interpretieren zu können, wird zunächst der Pro-
zess der NBS1 und MDC1 Bindung am DSB kurz vorgestellt. Anschließend werden die Ergebnisse
zur Akkumulationskinetik und zum Bindeverhalten der Proteine am DNA-Schaden diskutiert.
Aktueller Kenntnisstand zum Binden von NBS1 und MDC1 an DNA-Schäden
Die im Folgenden beschriebenen Zusammenhänge sind zur Verdeutlichung in Abbildung 4.2 ge-
zeigt. Konstitutiv, also strahlungsunabhängig, wird MDC1 von CK2 an mehreren Stellen der
SDT-Domäne phosphoryliert. Mit dieser Struktur bindet das MDC1 über die FHA-Domäne des
NBS1 an den MRN-Komplex (Chapman und Jackson, 2008; Melander et al., 2008; Spycher et al.,
2008; Wu et al., 2008). Der MRN-Komplex erkennt den DSB und bindet dort. Anschließend re-
krutiert der MRN-Komplex ATM an den DSB und aktiviert es auf noch unbekannte Weise
(Bhatti et al., 2011). Bei dieser Aktivierung autophosphoryliert sich ATM selbst und aus den Di-
meren bilden sich Monomere. Das aktivierte ATM phosphoryliert das umliegende H2AX. Diese
phosphorylierte Form von H2AX wird als γH2AX bezeichnet. MDC1 bindet an das γH2AX. So
bindet auch der MRN-Komplex, durch die zuvor beschriebene Interaktion mit MDC1, an das
Chromatin um den DSB. An NBS1 im MDC1-MRN-Komplex kann wiederum ATM binden, das
weiteres umliegendes H2AX phosphoryliert. Der MRN Komplex und ATM können in diesem
mehrstuﬁgen Prozess folglich direkt am DSB und am umliegenden Chromatin binden, während
MDC1 nur am umliegenden Chromatin bindet (Bekker-Jensen et al., 2006; Spycher et al., 2008).
Abbildung 4.2:MRN- und MDC1-Focibildung am DSB. CK2 phosphoryliert MDC1 konstitutiv, wodurch MDC1
mit NBS1 strahlungsunabhängig interagieren können. Direkt an den DSB bindet der MRN-Komplex, wodurch
ATM aktiviert wird, sich autophosphoryliert und von der inaktiven dimeren Form in die aktive monomere Form
übergeht. Das aktivierte ATM phosphoryliert das umliegende H2AX zu γH2AX. MDC1 bindet das γH2AX, wo-
durch auch der MRN-Komplex über MDC1 an das umliegende Chromatin bindet. Durch die Interaktion von NBS1
mit ATM kann zusätzliches ATM rekrutiert werden, das weiteres umliegendes H2AX phosphoryliert (Abbildung
modiﬁziert übernommen von Jungmichel und Stucki, 2010).
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Akkumulation von NBS1 und MDC1 an DNA-Schäden
In dieser Arbeit wurde die Akkumulation der Proteine NBS1 und MDC1 an DNA-Schäden nach
Bestrahlung mit Schwerionen untersucht. Da ATM über die Interaktion mit NBS1 am DSB
bindet (Falck et al., 2005; Lee und Paull, 2005), wurde auch dessen Akkumulationskinetik be-
stimmt. Konsistent mit dieser Modellvorstellung wurde im Rahmen dieser Arbeit für ATM eine
ähnlich schnelle Rekrutierung gemessen wie für NBS1 und MDC1 (Kozlov et al., 2011). Untersu-
chungen zu einer möglichen LET-Abhängigkeit wurden für ATM allerdings nicht durchgeführt.
Für MDC1 und NBS1 zeigte sich, dass mit zunehmender Schadensdichte (zunehmendem LET)
die Rekrutierung schneller wird. Die Zeitkonstante (63%-Wert) für NBS1 und MDC1 nach C-
Ionenbestrahlung nahm für beide Proteine einen ähnlichen Wert von ca. 240 s an. Mit zuneh-
mender Schadensdichte nahm die Zeitkonstante ab und ging für MDC1 und NBS1 wieder bei
sehr ähnlichen Werten von ca. 100 s in Sättigung. Die Analogie im Rekrutierungsverhalten un-
terstützt die beschriebene Theorie, dass beide Proteine in einem Komplex gemeinsam rekrutiert
werden können.
Lukas et al. (2004) publizierten Daten zur NBS1 und MDC1 Rekrutierung, allerdings nach lokaler
UV-Laserbestrahlung. Die biologisch relevante lokale Dosis lässt sich bei derartiger Bestrahlung
nur schwierig bestimmen (Splinter et al., 2010). Insofern ist ein direkter Vergleich nicht möglich.
Die von Lukas et al. (2004) bestimmten Zeitkonstanten für NBS1 und MDC1 liegen bei 177 ±
41 s bzw. 195 ± 20 s. Sie stimmen also sehr gut mit dem hier bestimmten LET-abhängigen
Bereich für beide Proteine von ca. 100 bis 240 s überein. Ähnliche und ebenfalls konsistente
Messungen publizierten Bekker-Jensen et al. (2005) für MDC1. Rogakou et al. (1998) charakteri-
sierten die zeitliche Entstehung von γH2AX. Bis eine Minute nach Bestrahlung waren 50% der
H2AX phosphoryliert und nach 10 min war das Maximum erreicht. Diese Werte beﬁnden sich
in der Größenordnung der hier beschriebenen MDC1 Rekrutierung. In einer kürzlich erschiene-
nen Publikation beschrieben Mosconi et al. (2011) die zeitliche Bildung von MDC1 Foci nach
Bestrahlung mit Protonen und α-Teilchen mit einem LET von 15 bzw. 75 keVµm . Die ermittelten
Zeitkonstanten betrugen ca. 320 s nach Protonen- und ca. 75 s nach α-Bestrahlung. Da der LET
für diese Protonen- und α-Bestrahlung deutlich kleiner ist als der nach C-Ionenbestrahlung wäre
nach den hier vorgestellten Ergebnissen in beiden Fällen eine Zeitkonstante von ca. 240 s oder
größer zu erwarten gewesen. Insofern sind die Daten von Mosconi et al. (2011) nach Protonen-
Bestrahlung konsistent mit den hier vorgestellten, die nach α-Bestrahlung weichen aber deutlich
von den hier vorgestellten Ergebnissen ab. Die von Mosconi et al. (2011) bestimmte schnellere
MDC1-Rekrutierung bei Bestrahlung mit α-Teilchen stimmt mit der hier berichteten schnelleren
Rekrutierung bei sehr hohem LET überein.
Doch was sind die Ursachen für die beschleunigte MDC1- und NBS1-Rekrutierung mit steigendem
LET? MDC1 bindet an das gebildete γH2AX um den DSB und NBS1 wird über die Interaktion
mit MDC1 an die gleichen Strukturen rekrutiert. Da H2AX ein Histon ist und damit relativ fest
im Chromatin gebunden ist, ist dessen Konzentration um den DSB vorgegeben. H2AX wird im
Gegensatz zu anderen Proteinen folglich nicht an den Schaden rekrutiert, sondern nur von H2AX
zu γH2AX phosphoryliert. Eine größere Menge an aktiviertem ATM würde also direkt zu einer
beschleunigten Phosphorylierung des umliegenden H2AX zu γH2AX führen. Um diesen Aspekt








Aktives ATM wird dabei nicht verbraucht, sondern es wirkt als Katalysator für das Anhängen
einer Phosphatgruppe P© an H2AX. Der zeitliche Verlauf der γH2AX-Konzentration ist nach
dieser Reaktion gegeben durch [γH2AX] (t) = 1− e−[ATMaktiv ]·k·t. Es ist direkt ersichtlich, dass
mit steigender ATM-Konzentration die Reaktion schneller abläuft. Ähnliche Ergebnisse erhält
man, wenn man für den Schritt der H2AX-Phosphorylierung den in der Biochemie oft verwende-








Hierbei wird in einer Zwischenstufe ein Komplex aus H2AX und ATM (H2AX-ATM) gebildet.
Auch in diesem Fall läuft mit steigender ATM-Konzentration die Reaktion schneller ab.
Die beschleunigte γH2AX-Bildung nach diesen beiden Mechanismen ist an zwei hypothetischen
Beispielen mit unterschiedlichen Katalysatormengen (ATM) in Abbildung 4.3 gezeigt. Es ist
deutlich zu erkennen, dass für beide Modelle eine vermehrte Katalysatormenge (hier ATM), eine
schnellere Produktbildung (hier γH2AX) bewirkt. In den experimentell bestimmten NBS1- und
MDC1-Rekrutierungskurven konnte außerdem beobachtet werden, dass sich der Kurvenverlauf
mit steigendem LET stärker krümmt. Wie in Abbildung 4.3 ersichtlich, ist auch dieses Ergebnis
konsistent mit dem Modell.
































Abbildung 4.3: Abhängigkeit der Produktbildung (γH2AX) von der Katalysatormenge (ATM), verdeutlicht an
zwei hypothetischen Beispielen. Im grün gezeigten Fall steht fünfmal mehr Katalysator zur Verfügung als im blau
gezeigten Fall. (a): Reaktionsmechanismus nach Gleichung 4.6. (Parameter: k=0,2 1
s
, Startwert von H2AX gleich
1, Startwert von γH2AX gleich 0, Wert für ATM gleich 1 bzw. 5) (b): Reaktionsmechanismus nach Gleichung 4.7.
(Parameter: k1=0,5 1s ; k-1=0,5
1
s
; k2=1 1s ; Startwerte für H2AX-ATM und γH2AX gleich 0, Startwert von H2AX
gleich 1, Startwert von ATM gleich 1 bzw. 5)
Bei Inhibition der CK2-Kinase wird die Interaktion zwischen NBS1 und MDC1 unterbunden.
NBS1 kann also nicht mehr über MDC1 an das Chromatin um den Schaden rekrutiert werden.
Die experimentellen Ergebnisse zeigten aber, dass NBS1 trotz CK2-Inhibition noch Foci bildet.
Allerdings veränderte sich die Struktur der Foci. Sie waren in der Fläche weniger ausgedehnt.
Sehr kleine NBS1-Foci waren aber weiterhin in den strukturell unveränderten MDC1 Foci zu se-
hen. Entsprechende Ergebnisse wurden bereits für Lasermikrobestrahlung publiziert (Lukas et al.,
2004; Chapman und Jackson, 2008). Durch die unterbundene NBS1-MDC1 Interaktion bindet
NBS1 wahrscheinlich nur noch direkt am DSB und nicht mehr über MDC1 an das umliegende
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Chromatin (Bekker-Jensen et al., 2006). Wie diese und publizierte Daten zeigen tritt NBS1 als
zwei Fraktionen, als größere Makrofoci und als kleine Mikrofoci am DSB auf (Lukas et al., 2004).
In den FRAP-Messungen wurden die Bindungseigenschaften von NBS1 näher analysiert.
Bindeverhalten von NBS1 an DNA-Schäden
Das Bindeverhalten von NBS1 in strahleninduzierten Foci ließ sich mit dem Diﬀusions-Reak-
tionsmodell sehr gut beschreiben. Die Fits passten sich sehr gut in die Daten ein, alle anderen
Modelle scheiterten hingegen. NBS1 zeigt in den Foci folglich Diﬀusions-Reaktionsverhalten. Aus
den Fits konnten die Konstanten k∗2on und k2off für die Bindung an die zusätzlichen strahlungs-
bedingten Bindungsstellen (als S2 bezeichnet) in den Foci bestimmt werden. Es zeigte sich, dass
sich beide Konstanten mit steigendem LET verkleinerten. Im Falle von k∗2on ist zu bedenken,
dass es sich hierbei nicht um die tatsächliche Bindungskonstante k2on handelt, sondern um das
Produkt aus k2on und der Anzahl an freien Bindungsstellen im Gleichgewicht (S2eq). Da mit
steigendem LET mehr Schaden induziert wird, ist es naheliegend anzunehmen, dass auch mehr
initiale Bindungsstellen generiert werden. Mit steigender Anzahl an initialen Bindungsstellen er-
höht sich auch die Gleichgewichtskonzentration der freien Bindungsstellen S2eq . Dies hätte zur
Folge, dass k∗2on mit steigendem LET größer werden sollte. Da das experimentell bestimmte k∗2on
aber fällt, kann dies nicht der Grund für die LET-Abhängigkeit von k∗2on sein. Folglich müssen
andere Eﬀekte dominieren. Die Ursache für die LET-abhängigen k∗2on Werte könnte sein, dass
NBS1 in den Foci, wie zuvor beschrieben, auf zwei verschiedene Arten binden kann, nämlich
direkt am DSB und über MDC1 an das umliegende Chromatin. Diese Vermutung wird durch
die Beobachtung bestärkt, dass sich auch k2off schadensdichteabhängig veränderte. Bei nur ei-
ner Art der NBS1-Bindung dürfte sich k2off nicht ändern. Folglich ist anzunehmen, dass das
Diﬀusions-Reaktionsmodell, das eigentlich nur eine zusätzliche Bindung in den Foci annimmt,
in diesem Fall tatsächlich zwei Bindungsarten beschreibt. Um dieser Hypothese nachzugehen,
wurden weitere Analysen durchgeführt. Die relative Fociintensität wurde experimentell ermit-
telt, und das Ergebnis als Konstante in den Fit mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell eingegeben.
In diesem Fall konnte das Modell allerdings die experimentellen Kurven nur sehr schlecht be-
schreiben. In weiteren Analysen wurden die gleichen experimentellen FRAP-Kurven in voller und
verkürzter Länge geﬁttet. Es zeigte sich, dass die ermittelten Werte für k∗2on und k2off mit ab-
nehmender Messdatenlänge systematisch anstiegen. Diese beiden Ergebnisse verdeutlichen, dass
für NBS1 zwei Bindungsarten in den Foci vorliegen, es dem Diﬀusions-Reaktionsmodell dennoch
gelingt die Daten gut zu beschreiben, obwohl dem Modell nur eine Bindung in den Foci zugrunde
liegt. Die festere der beiden Bindungen, die einen langsameren Austausch zeigte, gewinnt mit
zunehmender Datenlänge an Bedeutung. Die Bindung mit dem schnelleren Austausch wird im
Diﬀusions-Reaktionsmodell dadurch kompensiert, dass der Anteil an Feq,1eff größer abgeschätzt
wird, als er tatsächlich ist.
Zusätzlich zur Reduktion der Bindungskonstanten mit steigendem LET zeigte sich in den FRAP
Messungen bei moderatem LET (1550 keVµm ), dass auch durch CK2-Inhibition die Bindungskon-
stanten deutlich reduziert wurden. Sie nahmen dann ähnliche Werte an, wie nach Bestrahlung
mit sehr hohem LET (> 8000 keVµm ) aber ohne Inhibitor. Da die CK2-Inhibition das Binden von
NBS1 über MDC1 an das γH2AX markierte Chromatin um den DSB verhindert, spiegeln die
mit CK2-Inhibition bestimmten Bindungskonstanten das Binden von NBS1 in den Mikrofoci,
also direkt am DSB wider. Bei Inhibition der MDC1-abhängigen NBS1 Bindung wird auch die
Gesamtmenge an NBS1, die in den Foci gebunden ist, reduziert. In den FRAP Ergebnissen ist
dies an dem verringerten Werten für C2eq zu erkennen.
Die nach CK2-Inhibition bestimmten Bindungskonstanten beschreiben folglich im Wesentlichen
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die direkte Bindung von NBS1 am DSB. Mit steigendem LET näherten sich die Bindungskon-
stanten ohne Inhibition immer mehr den Werten mit Inhibition an. Folglich ist anzunehmen, dass
die direkte Bindung mit steigendem LET an Bedeutung gewinnt. Da mit steigendem LET die
erzeugte Schadensdichte anwächst, nimmt vermutlich die Anzahl der direkten Bindungsstellen
für NBS1 zu. Die indirekte Bindung über MDC1 am umliegenden Chromatin hat ein anderes
mechanistisches Verhalten. Die Menge an H2AX im umliegenden Chromatin ist vorgegeben. Im
Gegensatz zur Proteinrekrutierung nimmt die Menge an H2AX in den Foci folglich nicht zu, son-
dern H2AX wird lediglich zu γH2AX phosphoryliert. Wird bereits bei niedriger Schadensdichte
alles H2AX im Fokus phosphoryliert, so kann bei einem hohen LET die Menge an gebundenem
NBS1 nicht weiter steigen. Nach Röntgenbestrahlung wird mit hoher Wahrscheinlichkeit in einer
Domäne nur ein einzelner DSB erzeugt. Der Anteil an NBS1, der direkt an den Schaden bindet,
ist folglich vergleichsweise gering. Die mit Röntgenbestrahlung ermittelten Bindungskonstanten
beschreiben deshalb im Wesentlichen die indirekte Bindung am umliegenden Chromatin. Bei
sehr hoher Schadensdichte und insbesondere nach CK2-Inhibition überwiegt der Anteil der di-
rekten Bindung an den Schaden. Folglich können die Konstanten für die Bindung ans Chromatin
mit Röntgenbestrahlung und die für die direkte Bindung an den Schaden mit CK2-Inhibition
abgeschätzt werden. Hiermit ergibt sich aus den experimentell bestimmten Werten, dass die
direkt Bindung an den Schaden durch deutlich kleinere Bindungskonstanten (k∗2on und k2off )
beschrieben wird als die Bindung über MDC1 am umliegenden Chromatin. Die Werte ergeben
einen schnelleren Austausch für die Bindung ans Chromatin. Aus diesem Grund ließen sich nur
die Messungen nach Röntgen- und C-Ionenbestrahlung gut mit dem vereinfachten Diﬀusions-
Reaktionsmodell ﬁtten, bei dem ein lokales Gleichgewicht an den Bindungsstellen in den Foci
angenommen wird. Diese vereinfachte Modellvariante führt nämlich nur dann zu einem erfolg-
reichen Fit, wenn der Austausch an den Bindungsstellen vergleichsweise schnell erfolgt.
Aus der positiven Korrelation zwischen der NBS1-Rekrutierungsgeschwindigkeit und dem LET
wurde zuvor geschlussfolgert, dass mit steigendem LET mehr ATM aktiviert wird. Genau dies
könnte die Folge einer vermehrten NBS1 Bindung direkt am Schaden sein. Eine größere Menge
direkt am Schaden gebundenes NBS1 aktiviert mehr ATM und die γH2AX-Bildung im umlie-
genden Chromatin läuft, wie zuvor beschrieben, schneller ab.
Da sich das System bei den FRAP-Messungen im Gleichgewicht beﬁndet, verändert sich die
Anzahl der freien Bindungsstellen in den Foci über die Dauer des Experiments nicht. Nur ein
Teil der Proteine wird durch das Bleichen bei den FRAP-Experimenten sozusagen unsichtbar
gemacht. Bei den Rekrutierungsmessungen ist dies nicht der Fall. Da die Bindungsstellen in den
Foci erst generiert und daraufhin besetzt werden, ändert sich die Anzahl der freien Bindungsstel-
len über die Zeit. Aus diesem Grund lassen sich die zuvor bestimmten Zeitkonstanten aus den
FRAP-Messungen nicht einfach auf die Rekrutierungsmessungen übertragen.
Die FRAP-Messungen zeigten jedoch, dass bei Bestrahlung mit niedrigem LET der direkt an
den Schaden bindende NBS1-Anteil gering ist. Deshalb bindet NBS1 hauptsächlich über MDC1
und beide Proteine zeigen ähnlich schnelle Rekrutierungskinetiken. Bei Bestrahlung mit sehr
hohem LET ergab sich aus den FRAP-Messungen jedoch, dass die Fraktion von NBS1, die
direkt an den Schaden bindet, einen maßgeblichen Anteil einnehmen muss. Nach dem beschrie-
benen Reaktionsmechanismus muss NBS1 zunächst direkt an den Schaden binden, bevor über
die ATM-Aktivierung und H2AX-Phosphorylierung die Bindungsstellen für MDC1 im Chroma-
tin generiert werden. Da NBS1 und MDC1 nach Bestrahlung mit hohem LET jedoch ebenfalls
eine ähnlich schnelle Rekrutierung zeigten, ist anzunehmen, dass in diesem Fall die direkte Bin-
dung von NBS1 an den Schaden den geschwindigkeitslimitierenden Schritt darstellt. Die ATM-
Aktivierung, γH2AX-Bildung und MDC1-Bindung verlaufen dann vermutlich vergleichsweise
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schnell. Wie zuvor diskutiert, wird bei Bestrahlung mit niedrigerem LET weniger ATM aktiviert
und die γH2AX-Bildung stellte einen weiteren geschwindigkeitslimitierenden Schritt dar.
Mit Hilfe des Microbeamaufbaus war es möglich eine gewählte Stelle innerhalb des Zellkerns
mit einer deﬁnierten Anzahl an Ionen zu beschießen. Der LET der hier verwendeten N-Ionen an
diesem Aufbau betrug 400 keVµm . Die Zellen wurden mit einem, zehn oder dreißig N-Ionen an der
gewählten Stelle bestrahlt. Zehn bzw. dreißig N-Ionen deponieren die gleiche Dosis in einer Zelle
wie ein einzelnes Ion mit einem LET von 4000 bzw. 12000 keVµm . Die räumliche Dosisverteilung ist
jedoch verschieden. Bei der Microbeambestrahlung verteilen sich die N-Ionen statistisch auf eine
rechteckige Fläche von 500 nm x 700 nm. Bei der Bestrahlung mit einem einzigen Ion mit sehr
hohem LET wird die Dosis, wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, sehr lokal deponiert und nimmt
mit dem inversen Abstandsquadrat schnell ab. Bei der Microbeambestrahlung konnte keine Ver-
änderung der Rekrutierungsgeschwindigkeit mit steigender Ionenanzahl gemessen werden. Die
Zeitkonstante der Rekrutierung war in allen Fällen ähnlich, aber deutlich größer als nach Be-
strahlung mit sehr hohem LET. Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass für die beschleunigte
NBS1-Rekrutierung eine sehr hohe lokale Schadensdichte nötig ist.
Zusammengefasst lässt sich folgender Mechanismus postulieren. Nach strahlungsinduzierter
DNA-Schadensinduktion bindet NBS1 direkt an den Schaden. Dadurch wird ATM aktiviert.
ATM phosphoryliert das umliegende H2AX zu γH2AX. MDC1, das mit NBS1 interagiert, bin-
det an dieses γH2AX. Mit steigender Schadensdichte wird mehr NBS1 direkt an den Schaden
gebunden und mehr ATM aktiviert. Die Phosphorylierung des umliegenden H2AX verläuft da-
durch schneller und MDC1 wird zusammen mit NBS1 schneller rekrutiert. Bei sehr hohem LET
ist der geschwindigkeitslimitierende Schritt vermutlich die initiale Bindung von NBS1 direkt an
den Schaden. Die NBS1-Proteine, die direkt an den Schaden binden, werden fester gebunden als
die NBS1-Proteine, die im umliegenden Chromatin binden. Dies spiegelt vermutlich die unter-
schiedlichen Funktionen von NBS1 wider. NBS1, das direkt an den Schaden bindet, stabilisiert
im MRN-Komplex die DNA-Enden des DSB. Das NBS1, das im umliegenden Chromatin schwä-
cher bindet, könnte in anderen Signalwegen der Zelle beteiligt sein. Es lässt sich spekulieren,
dass die von Virgilio et al. (2009) beschriebene PIKK-abhängige MRE11 Phosphorylierung, die
das Loslösen des MRN-Komplexes bewirkt, den schnelleren Austausch der chromatinbindenden
NBS1 Fraktion bewirkt.
Bindeverhalten von MDC1 an DNA-Schäden
Um das MDC1-Bindeverhalten in strahleninduzierten Foci genauer zu beschreiben, wurden eben-
falls FRAP-Messungen durchgeführt. Konsistent mit den Daten von Lukas et al. (2004) wurde
für MDC1 eine deutlich geringere Mobilität als für NBS1 in Foci gemessen. Das Binden von
MDC1 am DNA-Schaden nach Röntgen- und C-Ionenbestrahlung konnte mit dem Diﬀusions-
Reaktionsmodell gut beschrieben werden. Die Messung in Foci nach Au-Ionenbestrahlung wurde
mit dem gleichen Modell geﬁttet. Hierbei ergaben sich allerdings deutliche Abweichungen zwi-
schen dem Fit und dem Datenverlauf. Die Begründung für diese Abweichungen gaben weitere
Analysen die zeigten, dass MDC1 nach Bestrahlung mit sehr hohem LET nicht nur in den Foci,
also direkt um den DNA-Schaden, sondern auch im gesamten Zellkern eine verminderte Mobilität
zeigte. Eine verminderte Mobilität im gesamten Zellkern könnte durch das Binden von sehr viel
MDC1-Proteinen in den Foci bedingt sein, wenn dadurch die Anzahl an freien Bindungsstellen,
an die MDC1 vermutlich auch strahlungsunabhängig transient bindet, maßgeblich zunimmt. Im-
munzytochemische Färbungen zeigten jedoch, dass γH2AX nach Bestrahlung mit sehr hohem
LET nicht nur im Chromatin um den DNA-Schaden, sondern im gesamten Zellkern gebildet
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wird (siehe Abbildung 3.7). Somit bindet MDC1 kernweit an γH2AX und die MDC1-Mobilität
im gesamten Zellkern vermindert sich. Um die Hypothese zu überprüfen, dass MDC1 sowohl um
den DNA-Schaden als auch kernweit an γH2AX bindet, wurde ein weiteres FRAP Modell für
die Messungen außerhalb der Foci angewandt. Dieses beschreibt analog zu dem sonst verwende-
ten Diﬀusions-Reaktionsmodell zusätzlich zum eﬀektiven Diﬀusionsverhalten eine weitere feste
Bindung, wobei diese zusätzlichen Bindungsstellen aber nicht auf die kleine Fläche des Fokus,
sondern auf die gesamte Fläche verteilt sind. Mit diesem Modell konnte die verminderte MDC1-
Mobilität im gesamten Zellkern nach Bestrahlung mit sehr hohem LET gut beschrieben werden.
Die so bestimmte Bindungskonstante k2off für das Binden im gesamten Zellkern war sehr ähnlich
zu denen für das Binden in den Foci. Dies bedeutet, dass ein MDC1-Molekül in beiden Fällen im
Mittel gleich lange gebunden bleibt, was die Vermutung bestätigt, dass es sich in beiden Fällen
um die gleiche Bindung, nämlich an γH2AX handelt.
Wie andere hier nicht beschriebene Analysen zeigten, ist der Gleichgewichtszustand der kernwei-
ten γH2AX-Bildung erst nach 30 bis 60 min erreicht (Meyer, 2011). Da die FRAP-Messungen ab
ca. 30 min nach Bestrahlung durchgeführt wurden, spielt die Bindung von MDC1 in der gesam-
ten Zelle hierfür eine entscheidende Rolle. Für die zuvor diskutierten Rekrutierungsmessungen
ist die kernweite γH2AX-Bildung jedoch vermutlich vernachlässigbar, da diese Messungen nur
bis maximal 9 min nach Bestrahlung andauerten.
Da NBS1 über MDC1 an γH2AX bindet, wäre auch für NBS1 eine verringerte Mobilität im ge-
samten Zellkern nach Bestrahlung mit sehr hohem LET zu erwarten. Allerdings war dies in den
entsprechenden experimentellen Daten für NBS1 nicht ersichtlich. Wie zuvor diskutiert, war die
Mobilität beider Proteine jedoch auch in unbestrahlten Zellen deutlich verschieden. Außerdem
lässt sich aus den bestimmten k2off Werten abschätzen, dass MDC1 für ca. 500 s an γH2AX,
NBS1 aber nur ca. 20 s an MDC1 gebunden bleibt. Diese Ergebnisse sprechen für eine sehr dyna-
mische Interaktion von NBS1 mit MDC1. Es könnte hinzukommen, dass die NBS1-Konzentration
außerhalb der Foci deutlich größer ist als die Konzentration des gebundenen MDC1 und somit
nur ein geringer Anteil des NBS1 gebunden wird. Durch diese Überlegungen ließe sich erklären,
warum NBS1 außerhalb der Foci auch nach Bestrahlung mit hohem LET im Gegensatz zu MDC1
keine messbare Verringerung der Mobilität zeigte.
Wie im Abschnitt zuvor im Zusammenhang mit NBS1 diskutiert, wird bei Bestrahlung mit ho-
hem LET vermutlich mehr ATM aktiviert. Diese vermehrte ATM-Aktivierung führt oﬀensichtlich
nicht nur zu einer schnelleren γH2AX-Bildung um den DNA-Schaden, sondern die Phosphory-
lierung von H2AX breitet sich über den gesamten Zellkern aus. Da MDC1 auch außerhalb der
Foci an γH2AX bindet, erscheinen die MDC1-Foci in den Fluoreszenzbildern nach Bestrah-
lung mit sehr hohem LET kontrastärmer als bei Bestrahlung mit niedrigerem LET. Im Um-
kehrschluss würde, bei Bestrahlung mit sehr hohem LET, eine verminderte Aktivität von ATM
zu einer verminderten MDC1-Bindung im gesamten Zellkern und so zu kontrastreicheren Foci
führen. Um dies zu überprüfen wurde durch den Einsatz von speziﬁschen Inhibitoren gegen ATM
und die funktionell sehr nah verwandte Kinase DNA-PK deren Aktivierung vermindert. FRAP-
Messungen außerhalb der Foci zeigten dass sich k∗2on durch die Inhibition um ca. den Faktor 2
verminderte. Da es sich bei der Bindung von MDC1 innerhalb und außerhalb der Foci um die
mechanistisch gleiche, nämlich die an γH2AX handelt, ist anzunehmen, dass in beiden Fällen
k2on gleich ist. Mit der Beziehung k∗2on = k2on · S2eq ergibt sich, dass sich durch die Inhibition
die Zahl der unbesetzten Bindungsstellen außerhalb der Foci ca. halbiert. Dies ist konsistent mit
der Theorie, dass durch die Inhibition weniger γH2AX gebildet wird und somit weniger freie
Bindungsstellen außerhalb der Foci vorliegen. Dadurch kann MDC1 vermehrt in den Foci binden
und diese erscheinen nach Inhibition kontrastreicher. Wie im Abschnitt zuvor diskutiert, führt
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Röntgenbestrahlung nicht zu einer erhöhten ATM-Aktivierung und folglich ist keine kernwei-
te H2AX-Phosphorylierung zu beobachten. Aus diesem Grund vermindert die Doppelinhibition
nach Röntgenbestrahlung die γH2AX-Bildung direkt um den DNA Schaden, wodurch die MDC1
Foci in den Fluoreszenzbildern schwächer werden.
Analog kann aus den entsprechenden Werten für k∗2on abgeschätzt werden, dass nach Au-
Ionenbestrahlung die Konzentration der unbesetzten Bindungsstellen in den Foci, mit und ohne
Doppelinhibition, mehr als 700 mal so hoch ist wie außerhalb der Foci.
Auch die kleineren Werte von k∗2on nach CK2-Inhibition lassen annehmen, dass die Inhibition zu
weniger Bindungsstellen führt. Wie in Abbildung 4.2 zu sehen, bindet ATM an NBS1, und so
über die Interaktion von NBS1 mit MDC1 an das Chromatin. Dieser Bindemechanismus führt
vermutlich dazu, dass ATM mehr H2AX um den Schaden phosphoryliert (Stucki und Jackson,
2006). Durch die CK2-Inhibition wird die Interaktion zwischen NBS1 und MDC1 unterbunden.
Folglich wird weniger ATM gebunden und weniger H2AX phosphoryliert. Die Anzahl der freien
Bindungsstellen für MDC1 verringert sich und folglich auch k∗2on. Die starke Verringerung von
k2off durch die CK2-Inhibition zeigt, dass bei unterbundener NBS1-MDC1-Interaktion MDC1
im Mittel deutlich länger an γH2AX gebunden ist, nämlich ca. 1300 s statt ca. 500 s. Dies würde
bedeuten, dass die Interaktion von NBS1 mit MDC1 auf eine unbekannte mechanistische Weise
das Ablösen von MDC1 von γH2AX begünstigt. Hierbei könnten auch Phosphorylierungen von
ATM, das wie beschrieben über NBS1 bindet, eine Rolle spielen.
Der biologische Wirkmechanismus ist evolutionsbedingt vermutlich auf die Reparatur von einzel-
nen DSB optimiert. Deshalb bindet genau so viel NBS1 direkt am DSB, dass eine ausreichende
Menge an ATM aktiviert wird um das umliegende Chromatin durch die H2AX-Phosphorylierung
zu markieren. Der Mechanismus, der dazu führt, dass ATM inaktiviert wird sobald es den Bereich
einer typischen Focigröße verlässt, ist unbekannt. Bei Bestrahlung mit einem sehr hohen LET
wird eine große Zahl an DSB auf kleinstem Raum generiert. Es bindet mehr NBS1 an die DSB
und mehr ATM wird aktiviert als nötig wäre um das umliegende Chromatin zu phosphorylieren.
Dies führt zu den speziﬁschen Eﬀekten der hoch LET-Bestrahlung, dass zum einen das umliegen-
de H2AX deutlich schneller, und zum anderen H2AX im gesamten Zellkern phosphoryliert wird.
An das so gebildete γH2AX im gesamten Zellkern bindet MDC1 und dessen Mobilität verringert
sich im gesamten Zellkern.
4.3.2 Dynamisches Verhalten von 53BP1 nach DNA-Schadensinduktion
Aktueller Kenntnisstand zum Binden von 53BP1 an DNA-Schäden
Der genaue Mechanismus, der zur Bindung von 53BP1 in strahleninduzierten Foci führt, ist
noch nicht bekannt. Er scheint sehr komplex zu sein und viele regulierende Schritte zu beinhal-
ten (FitzGerald et al., 2009). Wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, bindet 53BP1 an methyliertes
K79 des Histons H3 und an methyliertes K20 des Histons H4 (Huyen et al., 2004; Botuyan et al.,
2006). Auch wenn die Ergebnisse hierzu nicht ganz eindeutig sind, nehmen diese Methylierun-
gen durch Bestrahlung vermutlich nicht zu (Lukas et al., 2011). Da die Methylierungsstellen im
Inneren der Nukleosomen liegen sind sie aber nicht direkt zugänglich. Erst durch die Chroma-
tinrelaxation um den DNA-Schaden werden die Bindungsstellen nach außen präsentiert. Nach
heutigem Kenntnisstand hängt dieser Prozess von der H2AX-Phosphorylierung und der MDC1-
Bindung ab. Dadurch können Ubiquitinligasen binden, die dann umliegende Histone ubiquiti-
nieren. Durch einen noch unbekannten Mechanismus führt diese Ubiquitinierung schließlich zum
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Binden von 53BP1 (Huen et al., 2007; Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). 53BP1 bindet
folglich nur am Chromatin in der Umgebung des DNA-Schadens und nicht direkt am Schaden
(Bekker-Jensen et al., 2006).
Akkumulation von 53BP1 an DNA-Schäden
Bis zur 53BP1 Bindung sind sicher mehr Reaktionsschritte nötig als bis zur NBS1- oder MDC1
Bindung. Dies wird durch die hier gezeigten Rekrutierungsmessungen von 53BP1 bestätigt. Die
Kurven erreichten im Vergleich zu den NBS1- und MDC1-Messungen deutlich später das Gleich-
gewichtsplateau. Außerdem zeigten die Kurven eine Verzögerungsphase nach der Bestrahlung
und einen stark sigmoiden Verlauf. Ähnliche Ergebnisse erhielten Lukas et al. (2005) nach UV-
Laserbestrahlung und Mosconi et al. (2011) nach α- und Protonenbestrahlung. Somit bestätigen
die hier gezeigten Ergebnisse das Modell, dass nach der DNA-Schadensinduktion zunächst eini-
ge Vorprozessierungsschritte ablaufen müssen, um die Bindungsstellen von 53BP1 zu generieren.
Die 53BP1-Rekrutierungskinetiken zeigten in den hier vorgestellten Ergebnissen keine deutlichen
Unterschiede nach C- und Au-Ionenbestrahlung. Da 53BP1 jedoch MDC1-abhängig rekrutiert
wird und MDC1 eine deutliche LET-Abhängigkeit zeigte, müssen die anschließenden Schritte der
Chromatindekondensation geschwindigkeitsbestimmend und LET-unabhängig sein.
Bindeverhalten von 53BP1 an DNA-Schäden
Die FRAP-Messungen in strahleninduzierten Foci zeigten, dass 53BP1 sehr fest am Chromatin
um den DNA Schaden bindet. Aus den Fitergebnissen für k2off lässt sich bestimmen, dass ein
53BP1-Protein für ca. 1200 ± 280 s gebunden bleibt, bis es sich wieder von der Bindungsstelle
loslöst. Die Werte k∗2on ergeben, dass nur ca. 1,1 ± 0,2 s vergehen bis wieder erneut ein Protein
gebunden wird. Da jedoch bereits der Fit in den unbestrahlten Zellen deutliche Abweichungen
zeigte, konnten die FRAP-Messungen in Foci nicht optimal mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell
beschrieben werden. Außerdem zeigten alle gemessenen FRAP-Kurven in Foci, nach Ionen- und
Röntgenbestrahlung, eine große Varianz. Diese korreliert jedoch nicht mit der induzierten Scha-
densdichte. Eine große Variabilität war auch zwischen den Messungen einzelner Zellen zu beob-
achten. Dies äußert sich in den großen Fehlerbalken der Kurven (siehe Abbildung 3.33). Tiefer
liegende Kurven zeigten im Allgemeinen einen ﬂacheren und weniger gekrümmten Verlauf. Dies
könnte durch variable k∗2on Werte bedingt sein. Dies ist zur Verdeutlichung in Abbildung 4.4a
gezeigt. Alle Parameter wurden in Anlehnung an die Ergebnisse der FRAP-Messungen gewählt,
nur k∗2on wurde variiert. Es ist zu erkennen, dass die beschriebene Variabilität durch unterschied-
liche Werte für k∗2on bedingt sein könnte. Da k∗2on durch das Produkt aus k2on und S2eq gegeben
ist, könnte k∗2on durch Unterschiede in der Anzahl der freien Bindungsstellen S2eq variieren. Diese
Vermutung und die Beobachtungen der Zell zu Zell Variabilität lassen annehmen, dass der un-
terschiedliche FRAP-Kurvenverlauf durch Unterschiede in der Proteinexpression bedingt wird.
Dies würde bedeuten, dass die Gesamtproteinmenge limitierend ist. Untersuchungen mit Immu-
nogoldfärbung und hoch auﬂösender Elektronentransmissionsmikroskopie von Rübe et al. (2011)
zeigten, dass mit steigender Anzahl an erzeugten DSB (nach 6 MV-Photonenbestrahlung), die
Anzahl der Antikörper an den einzelnen DSB abnimmt. Somit bindet bei steigender Anzahl an
DSB weniger Protein pro DSB. Dies bestätigt die Vermutung der limitierenden Gesamtprotein-
menge.
Um diesen Aspekt näher zu beleuchten wurde die am DNA Schaden gebundene Proteinmenge
in Abhängigkeit der gesamten Proteinmenge theoretisch bestimmt. Hierzu wurden die aus den
FRAP-Messungen ermittelten Werte für k∗2on und k2off verwendet. Der Zusammenhang ist für
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eine angenommene Zahl von 100 Bindungsstellen beispielhaft in Abbildung 4.4b dargestellt. Es
wird deutlich, dass durch die kleinen k2off - und großen k∗2on Werte alles verfügbare Protein ge-
bunden wird bis alle Bindungsstellen besetzt sind. Mit weiteren Analysen wurde überprüft, ob
sich dieser theoretische Zusammenhang experimentell bestätigen lässt. Die mittleren Fluores-
zenzintensitäten in der gesamten Zelle und in den Foci wurden bestimmt. Es ergab sich eine
eindeutig lineare Korrelation. Folglich konnte die Vermutung, dass sehr viele Bindungsstellen für
53BP1 am DNA-Schaden generiert werden und die Gesamtproteinmenge limitierend ist bestätigt
werden. Der Zusammenhang lässt sich somit wie folgt beschreiben: Je höher die Gesamtmenge an
verfügbarem Protein ist, umso mehr Protein bindet in den Foci und umso geringer ist die Anzahl
an freien Bindungsstellen. Dies bedingt unterschiedliche k∗2on Werte, was sich wiederum in der
Variabilität der FRAP-Kurven äußert. Dies könnte auch der Grund für die sehr unterschiedli-
chen publizierten Ergebnisse sein: Bekker-Jensen et al. (2005) bestimmten die Fluoreszenzwie-
derherstellung nach dem Bleichen von 53BP1 an UV-induzierten Schäden auf ca. 100 s, während
Asaithamby und Chen (2009) in Foci nach γ-Bestrahlung Werte größer als 15 min erhielten.
Watanabe et al. (2009) analysierten das Binden von 53BP1 an Bleomycin induzierte DSB, wobei
sie nur eine sehr geringe Fluoreszenzzunahme bis 200 s nach dem Bleichen beobachteten.










































Abbildung 4.4: (a): FRAP-Kurvenverlauf nach dem Diﬀusions-Reaktionsmodell für verschiedene Werte für




Rb=10,2µm, Φ=0,8, m53BP1−GFP=244 kDa, k2off=0,00086 1s . (b): Menge des gebundenen Proteins bei unter-
schiedlicher Gesamtproteinmenge. Reaktionsmechanismus analog zu dem in Gleichung 3.2 gezeigten. Das Protein
53BP1 kann mit den Bindungsstellen reagieren und bindet an diese mit der Rate kon. Mit Rate koff löst sich das
Protein wieder von den Bindungsstellen. In diesem Beispiel beträgt die Anzahl der gesamten Bindungsstellen 100.




Es wurde experimentell gezeigt, dass die Intensität in den Foci linear mit der Gesamtproteinmen-
ge zunimmt. Die Linearität blieb bis zu den hellsten Zellen mit der höchsten Proteinmenge er-
halten. Folglich sind selbst in den hellsten Zellen nicht alle Bindungsstellen mit 53BP1-Proteinen
besetzt. Wie in den Abbildungen 3.1 und 3.10 ersichtlich, binden trotzdem nicht alle verfügbaren
Proteine in den Foci. Auch außerhalb der Foci ist noch deutlich ein Fluoreszenzsignal im gesamten
Zellkern (ausgenommen Nukleoli) zu erkennen. Um die Mobilität dieser Proteine zu bestimmten,
wurden FRAP-Messungen außerhalb der Foci in bestrahlten Zellen durchgeführt. Es zeigten sich
keine merklichen Unterschiede zu unbestrahlten Zellen. Wie zuvor beschrieben ist die 53BP1
Mobilität in unbestrahlten Zellen sehr viel geringer als nach reiner Diﬀusion zu erwarten wäre,
was durch ein transientes Binden an feste Strukturen (Bindungsstelle S1) bedingt sein könnte.
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Da eine beachtliche Menge an Protein in den Foci bindet, nimmt die Proteinmenge außerhalb der
Foci dadurch deutlich ab und die Anzahl an freien Bindungsstellen S1 nimmt dadurch zu. In einer
solchen Modellvorstellung ließe sich eine unveränderte Mobilität außerhalb der Foci, verglichen
zu der in unbestrahlten Zellen, nur dadurch erklären, dass es auch dort sehr viele unbesetzte Bin-
dungsstellen S1 gibt. Die Menge an freien Bindungsstellen würde durch das Binden von 53BP1
in Foci dann nicht maßgeblich erhöht. Damit bleiben auch k∗on und die FRAP-Kurven praktisch
unverändert. Alternativ könnte 53BP1 auch in großen Komplexen anormales Diﬀusionsverhalten
zeigen. Dies ließe sich mit den Ergebnissen von Adams et al. (2005) und Zgheib et al. (2009) ver-
einbaren, die zeigten, dass 53BP1 auch in unbestrahlten Zellen oligomerisiert. Auch unter diesen
Bedingungen würde sich die Mobilität von 53BP1 außerhalb der Foci nicht verändern, wenn ein
Teil der Proteine in den Foci bindet. Allerdings sollte in diesem Fall, nach genügend langer Zeit,
alles Protein in den Foci binden, was diese Vermutung unwahrscheinlicher erscheinen lässt.
Zusammengefasst zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass einige Prozessierungsschritte um
den DNA-Schaden ablaufen müssen bis 53BP1 binden kann. 53BP1 bindet dann sehr fest an das
Chromatin um den DNA-Schaden. Ein einzelnes Protein bleibt ca. 20 min gebunden und bindet
nach dem Ablösen wahrscheinlich sofort wieder innerhalb des Fokus, da dort sehr viele freie
Bindungsstellen vorhanden sind. Der limitierende Faktor ist vermutlich die Gesamtproteinmenge.
Unterschiede in der Proteinexpression von Zelle zu Zelle bewirken so die Variabilität in den
FRAP-Kurven. Auch außerhalb der Foci und in unbestrahlten Zellen gibt es vermutlich sehr
viele unbesetzte Bindungsstellen für 53BP1.
4.3.3 Dynamisches Verhalten von ATR nach DNA-Schadensinduktion
Aktueller Kenntnisstand zum Binden von ATR an DNA-Schäden
Nach aktuellem Kenntnisstand führen folgende Schritte zur Bindung von ATR am DNA-Schaden
(siehe auch Abschnitt 1.1.2). Das durch den DSB aktivierte ATM initiiert die Aktivität von Nu-
kleasen. Dadurch wird ein DNA-Strang am DSB resektiert und es entsteht ein ssDNA-Überhang.
Dieser wird durch RPA markiert, an das wiederum ATR über ATRIP bindet.
Akkumulation von ATR an DNA-Schäden
Folglich laufen einige Vorprozessierungsschritte ab bevor ATR binden kann. Aus diesem Grund
zeigt die Rekrutierungskurve zu Beginn eine Verzögerungsphase und einen sigmoiden Verlauf.
Außerdem wird der Plateauwert deutlich später erreicht als im Fall von NBS1, MDC1 oder
ATM. Diese Ergebnisse sind konsistent mit den von Mailand et al. (2007) publizierten Rekrutie-
rungskurven für ATR nach UV-Laserbestrahlung.
Da ATR nur die ssDNA direkt am DNA-Schaden und nicht am umliegenden Chromatin bindet,
bildet es kleine Mikrofoci aus (Bekker-Jensen et al., 2006). Die beschriebene DNA-Resektion,
die zur ATR-Bindung führt, ﬁndet nach DNA-Schadensinduktion mit locker ionisierender Strah-
lung nur in der S- und G2-Zellzyklusphase eﬃzient statt (Jazayeri et al., 2006; Polo und Jackson,
2011). Aus diesem Grund zeigten nach Röntgenbestrahlung nur wenige Zellen ATR-Foci. Dies
ändert sich jedoch nach Schwerionenbestrahlung. Mit steigendem LET und damit steigender
Schadensdichte nahm der Anteil der Zellen, die ATR-Foci bildeten, deutlich zu. Weitere, in
dieser Arbeit nicht dargestellte Ergebnisse zeigten, dass auch der Anteil an Zellen mit RPA-
Foci mit steigendem LET zunimmt. Die hohe induzierte Schadensdichte nach Bestrahlung mit
schweren Ionen führt folglich zu einer vermehrten DNA-Enden-Prozessierung, wodurch mehr
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ssDNA-Überhänge erzeugt werden. Dadurch bilden sich mehr RPA- und ATR-Foci, auch in der
G1 Zellzyklusphase.
Da dies jedoch erst bei Bestrahlung mit einem sehr hohen LET zutriﬀt, war die Messung der
Rekrutierungskinetik nach Bestrahlung mit Ionen niedrigen LET nicht möglich. Deshalb wur-
den keine Analysen zur Abhängigkeit der Rekrutierungsgeschwindigkeit von der Schadensdichte
durchgeführt.
Bindeverhalten von ATR an DNA-Schäden
Wie zuvor beschrieben, ließen sich die Messungen der ATR-Mobilität in unbestrahlten Zellen
sehr gut mit dem eﬀektiven Diﬀusionsmodell beschreiben. Die Messkurven ergaben eine eﬀek-
tive Diﬀusionskonstante der ATR-Proteine von 0,50 µm
2
s , und dass ca. 9% der ATR-Moleküle
ungebunden frei diﬀundieren.
Die Mobilität der ATR-Proteine war in den Foci deutlich reduziert. Die Kurve der
FRAP-Messung nach Au-Ionenbestrahlung verläuft zusätzlich deutlich unter der nach Cr-
Ionenbestrahlung. Dies entspricht den Erwartungen, da mit steigender Schadensdichte mehr
ssDNA gebildet wird und damit mehr Proteine in den Foci binden. Diese Erwartung wurde
dadurch bestätigt, dass nach Au-Ionenbestrahlung der bestimmte diﬀundierende Anteil Feq,1eff
kleiner ist als nach Cr-Ionenbestrahlung. Allerdings ließ sich das Binden von ATR, trotz der guten
Fitergebnisse in unbestrahlten Zellen, nicht gut mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell beschrei-
ben. Aus diesem Grund wurden die Daten erneut mit dem Diﬀusions-Reaktionsmodell geﬁttet,
wobei die eﬀektiven Diﬀusionskonstanten jedoch nicht festgelegt, sondern im Fit mitbestimmt
wurden. Die resultierenden Fitergebnisse waren sehr gut. Die eﬀektiven Diﬀusionskonstanten
wurden jedoch auf deutlich kleinere Werte als in unbestrahlten Zellen bestimmt. Es gibt zwei
mögliche Ansätze um dieses Verhalten zu erklären. Zum einen wäre es möglich, dass die eﬀektiv
diﬀundierende Proteinmenge durch die Akkumulation von ATR in Foci stark abnimmt. Dadurch
nimmt die Anzahl der freien Bindungsstellen S1eq, an die ATR außerhalb der Foci transient
binden kann, zu. Dies würde zu einer generell verringerten Mobilität der ATR-Proteine und
damit zu einer geringeren eﬀektiven Diﬀusionskonstante führen. Ob dies der Fall ist, muss in
weiteren zukünftigen Experimenten überprüft werden. Alternativ wäre es möglich, dass sich
das Binden von ATR an DNA-Schäden nicht durch einen Mechanismus erster Ordnung an
nur eine Sorte von Bindungsstellen beschreiben lässt. Dies wird im Folgenden diskutiert. Bei
den Fits mit variablem D1eff wurden Werte für Feq,1eff von 0,90 nach Cr- bzw. 0,76 nach
Au-Ionenbestrahlung bestimmt. Feq,1eff bezeichnet den Anteil an ATR-Molekülen in den Foci,
die eﬀektives Diﬀusionsverhalten zeigen und nicht an die zusätzlichen Bindungsstellen S2 im
Fokus gebunden sind. Experimentell konnte jedoch bestimmt werden, dass das mittlere Fluores-
zenzsignal außerhalb der Foci höchstens 56% der Werte in den Foci annimmt. Somit wird beim
Fitten der Daten mit variablem D1eff ein Teil der ATR-Bindung in den Foci fälschlicherweise
durch verlangsamte Diﬀusion beschrieben. Die Bindung von ATR in den Foci lässt sich demnach
nicht durch das einfache Modell beschreiben, bei dem ATR nur an eine Art von Bindungsstellen
bindet. Oﬀensichtlich ist der ATR Bindungsmechanismus komplexer. Die von Kumagai et al.
(2006) beschriebene direkte Interaktion von TOPBP1 mit ATR-ATRIP, wodurch die ATR-
Kinaseaktivität aktiviert wird, könnte hierbei eine Rolle spielen. Außerdem schlugen Lukas et al.
(2011) vor, dass ATR bei fehlerhafter Replikation über TOPBP1 auch an phosphoryliertes
MDC1 binden kann. Sollte dieser Bindemechanismus auch bei der Reparatur der sehr dichten
DNA-Schäden nach hoher LET-Bestrahlung eine Rolle spielen, so könnte dies zum komplexeren
Binden von ATR in den Foci oder zu einer verringerten kernweiten Mobilität beitragen.
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Zusammengefasst bestätigen die Ergebnisse, dass die Bindungsstellen für ATR in Prozessierungs-
schritten nach der DNA-Schadensinduktion zunächst gebildet werden müssen. Mit steigender
Schadensdichte nimmt die Anzahl an Bindungsstellen zu. Das gebundene ATR zeigt einen ver-
gleichsweise schnellen dynamischen Austausch. Jedoch kann das Binden von ATR in Foci nicht
mit nur einer Sorte von Bindungsstellen und einem Mechanismus erster Ordnung beschrieben
werden. Daraus lässt sich schließen, dass ATR nach Bestrahlung entweder eine kernweite ver-
ringerte Mobilität zeigt, oder einem komplizierteren Bindungsmechanismus am DNA-Schaden
unterliegt.
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4.4 Der experimentelle Aufbau zur FRET-Detektion mittels Fluo-
reszenzpolarisationsanisotropie
Um FRET-Messungen mittels Fluoreszenzpolarisationsanisotropie an dem vorhandenen Mikros-
kopaufbau zu ermöglichen, waren imWesentlichen zwei Modiﬁkationen nötig. Das Anregungslicht
musste linear polarisiert und die beiden Polarisationsrichtungen des Emissionslichts mussten se-
parat detektierbar gemacht werden. Die optimale Position für die Anbringung eines Polarisators
im Anregungsstrahlengang wurde ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Anbringung des
Polarisators vor der ersten Spinning-Disk das Anregungslicht linear polarisiert am Probentisch
ankommt. Das polarisierte Anregungslicht und das mit Kamera 1 detektierte Licht besaßen die
gleiche Ausrichtung (Polarisation: p). Die senkrecht dazu ausgerichtete Polarisation (Polarisati-
on: s) wurde dementsprechend mit Kamera 2 detektiert. Es zeigte sich jedoch, dass der Emissi-
onsstrahlengang polarisationsabhängige Transmissionseigenschaften besitzt. p polarisiertes Licht
wurde besser transmittiert, als s polarisiertes Licht. Die dichroitischen Spiegel trugen hierzu bei,
da deren Transmissions- bzw. Reﬂexionseigenschaften polarisationsabhängig sind (siehe Abbil-
dungen A.1 und A.2). Dies wird dadurch bestätigt, dass bei Verwendung des 3-Farben- und des
4-Farben dichroitischen Spiegels ein unterschiedliches Transmissionsverhältnis von 0,82 bzw. 0,78
gemessen wurde. Gemäß den Speziﬁkationen der dichroitischen Spiegel sollte das Verhältnis in
beiden Fällen jedoch ca. 0,9 betragen. Somit mussten noch andere optische Komponenten im
Emissionsstrahlengang vorhanden sein, die ebenfalls polarisieren. Mit Hilfe des G-Faktors konn-
ten diese Unterschiede in der Transmission beider Polarisationsrichtungen kompensiert werden.
Zusätzlich werden durch den G-Faktor Unterschiede in der Sensitivität beider Kameras ausge-
glichen. Die Sensitivität ist zwar nicht polarisationsabhängig, kann sich aber bei verschiedenen
Aufnahmeeinstellungen stark unterscheiden.
Da Objektive die Polarisation des Lichts beeinﬂussen können (Axelrod, 1989; Tramier et al., 2000;
Shribak et al., 2002) wurden sie in den zuvor beschriebenen Transmissions-Untersuchungen nicht
verwendet. Deren Einﬂuss wurde unter realen experimentellen Bedingungen bei Lebendzellmes-
sungen analysiert. Die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie des Farbstoﬀs Cerulean, der keine
FRET-bedingte Anisotropieverringerung zeigte, wurde mit verschiedenen Objektiven gemessen.
Mit steigender N.A. waren abnehmende Werte der Fluoreszenzpolarisationsanisotropie zu erwar-
ten (Axelrod, 1989; Shribak et al., 2002). In Übereinstimmung damit wurden mit dem 40x Pol
Objektiv, mit einer N.A. von 0,65, der höchste Wert gemessen. Mit allen anderen Objektiven
wurde allerdings nur eine leicht verringerte Fluoreszenzpolarisationsanisotropie gemessen. Ver-
mutlich wurden die Werte nur leicht verringert, da durch die Lochblende in konfokalen Mikrosko-
pen die Lichtanteile eliminiert werden können, deren Polarisationsrichtung durch die Objektive
verändert werden (Wilson und Juskaitis, 1995; Inami und Kawata, 2000). Da die Auﬂösung des
40x Pol Objektivs für viele Anwendungen nicht ausreichte, wurden in allen Experimenten die
PlanApo Objektive verwendet. Außerdem korrigieren diese Abbildungsfehler besser.
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass der entwickelte Aufbau die Fluoreszenzanregung
mit linear polarisiertem Licht ermöglicht. Der Emissionsstrahlengang besitzt leicht polarisierende
Eigenschaften, die aber durch den G-Faktor kompensiert werden können. Die Plan Apochromat
Objektive verringern die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie zwar leicht (auf ca. 88%), trotzdem
zeigte sich, dass sie aufgrund anderer Vorteile für Lebendzellmessungen am besten geeignet sind.
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4.5 Validierung des Messplatzes für Lebendzellmessungen mit
FRET-Referenzstandards
Bei der Bestimmung der Polarisationsanisotropie von Fluoreszenzmolekülen in Lösungen spielt
die Rotation der Moleküle eine entscheidende Rolle. Rotiert das Molekül während dessen Fluo-
reszenzlebenszeit, so verringert sich die Polarisationsanisotropie. Dies wird durch die sogenannte








r0 bezeichnet die Polarisationsanisotropie ohne Rotation und r die Polarisationsanisotropie im
Gleichgewicht. τ ist die Fluoreszenzlebenszeit und τr die Rotationsrelaxationszeit. Für isotrop













Swaminathan et al. (1997) bestimmten für GFP im Zytoplasma von Zellen eine Rotationsrelaxa-
tionszeit von τr=36 ± 2 ns und eine Fluoreszenzlebenszeit von τ=2,6 ± 0,1 ns. Diese Ergebnisse
wurden durch weitere Publikationen bestätigt (Dayel, 1999; Gautier et al., 2001). Folglich rotieren
GFP-Moleküle nur wenig während sie ihre Anregungsenergie in Form von Fluoreszenz abgeben.
Gemäß Formel 4.8 reduziert die Rotation die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie lediglich um
einen Faktor von ca. 0,93.
FRET zwischen Cerulean und Venus
In Übereinstimmung mit den zuvor beschriebenen theoretischen Erwartungen wurden für alle
Lebendzellfarbstoﬀe Cerulean und Venus hohe Werte von über 0,30 für die Fluoreszenzpolarisa-
tionsanisotropie gemessen. Diese Ergebnisse sind in guter Übereinstimmung mit Literaturwerten
(Piston und Rizzo, 2008; Sarkar et al., 2009). Dass die Rotation die Fluoreszenzpolarisation un-
wesentlich beeinﬂusst wird durch die Beobachtung bestätigt, dass für das Konstrukt C5A nur
eine minimale Zunahme der Fluoreszenzpolarisationsanisotropie zu beobachten war. C5A hat die
gleichen ﬂuoreszierenden Eigenschaften wie Cerulean, ist jedoch ein deutlich größeres Konstrukt
und rotiert somit langsamer.
Für die blau und gelb ﬂuoreszierenden Farbstoﬀe Cerulean und Venus wurden Anregungswel-
lenlängen von 405 nm und 488 nm verwendet. Wie anhand der Spektren in Abbildung A.5a im
Anhang zu sehen liegt 405 nm auf der kurzwelligen Seite des Cerulean Anregungsmaximums.
Dies hat zur Folge, dass Cerulean nicht mit optimaler Eﬃzienz angeregt wird. Die kurzwelligere
Anregung ermöglicht es jedoch mit höherer Selektivität nur den Donor (Cerulean) anzuregen.
Der Akzeptor (Venus) zeigte bei 405 nm Anregung nahezu keinerlei Fluoreszenz. Durch die Wahl
einer kurzwelligeren Anregung ließ sich somit die unerwünschte gleichzeitige Anregung von Do-
nor und Akzeptor minimieren (Piston und Kremers, 2007).
Cerulean ließ sich, wie gemäß der Spektren zu erwarten (siehe Abbildung A.5a), nicht mit Licht
der Wellenlänge 488 nm anregen. Allerdings ﬂuoreszierte Cerulean bei 405 nm Anregung nicht
nur blau, sondern auch deutlich gelb. Diese unerwünschte Emissions-Einstreuung wird durch das
sehr breite Emissionsspektrum von Cerulean bedingt (siehe Abbildung A.5b). Dies ist praktisch
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unvermeidlich, da ein Überlapp zwischen dem Donoremissions- und dem Akzeptoranregungs-
spektrum eine Voraussetzung für den FRET Prozess ist. Aufgrund dieser Tatsache ist es im All-
gemeinen schwierig den Anteil des Fluoreszenzsignals zu bestimmen, der vom Akzeptor kommt.
Für intensitätsbasierte 2-Farbenverhältnismessungen sind deshalb oft aufwendige Normierun-
gen nötig. Wie in diesen Experimenten gezeigt werden konnte, führt die Emissions-Einstreuung
jedoch nicht zur Reduktion der Polarisationsanisotropie. Dies ist ein Vorteil der polarisationsani-
sotropiebasierten FRET Methode. C5V ist ein Konstrukt, in dem Cerulean über 5 Aminosäuren
mit Venus verbunden ist. Dadurch sind beide Proteine räumlich sehr nahe und FRET kann
stattﬁnden. Bei Anregung des Donors (Cerulean) und Detektion der gelben Fluoreszenz konnte
eine starke Reduktion der Fluoreszenzpolarisationsanisotropie detektiert werden. Ein Teil der
Anregungsenergie des Donors wird über FRET auf den Akzeptor übertragen. Da dieser mit
hoher Wahrscheinlichkeit nicht die exakt gleiche Ausrichtung wie der Donor besitzt, ist dessen
Fluoreszenzlicht weniger stark polarisiert. Die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie verringert sich
folglich. Die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie des Donors bleibt jedoch unverändert. Auf diese
Weise konnte FRET über Fluoreszenzpolarisationsanisotropie detektiert werden. Diese Ergebnis-
se stimmen gut mit der Publikation von Rizzo und Piston (2005) überein.
Waren die Zellen mit Cerulean und Venus in unkonjugierter Form transﬁziert, so war ebenfalls ei-
ne leichte Reduktion der Polarisationsanisotropie für die gelbe Fluoreszenz bei 405 nm Anregung
detektierbar. Allein durch die rein zufällige Verteilung der Fluoreszenzproteine kann ebenfalls
FRET stattﬁnden, jedoch mit deutlich geringerer Eﬃzienz. Für das Konstrukt C5V wurde auch
bei 488 nm Anregung und Detektion der gelben Fluoreszenz eine leicht verringerte Polarisations-
anisotropie beobachtet. Da sich Cerulean nicht durch 488 nm anregen lässt, kann diese Reduktion
nicht durch FRET von Cerulean auf Venus bedingt sein. Wie Lidke et al. (2003) zeigen konnten,
nimmt mit steigender Venus Konzentration die gemessene Polarisationsanisotropie ab. Dies wird
durch FRET zwischen gleichen Chromophoren bedingt (homoFRET). Die Reduktion der Pola-
risationsanisotropie der gelben Fluoreszenz bei 488 nm Anregung wird somit nicht durch das
Konstrukt C5V an sich, sondern durch die hohe Konzentration an Venus bedingt.
FRET zwischen GFP und mCherry
Für eine höhere Flexibilität in der Wahl der ﬂuoreszierenden Markierungen wurde der Aufbau
auch auf seine Anwendbarkeit für grün und rot ﬂuoreszierende Proteine getestet. Es wurden die
Fluoreszenzproteine GFP und mCherry verwendet. Die Fluoreszenz des Donors (GFP) wurde mit
488 nm, die des Akzeptors (mCherry) mit 561 nm angeregt. Im Gegensatz zur Cerulean/Venus
Paarung konnte in diesem Fall die Fluoreszenz des Akzeptors (mCherry) mit dem Anregungs-
licht des Donors angeregt werden. Wie in den Spektren in Abbildung A.7a im Anhang zu sehen,
entspricht dies den Erwartungen. Insofern führte die grün/rot Kombination zu einer Anregungs-
Einstreuung.
Analog zu den Ergebnissen für Cerulean und Venus, wurden auch für GFP und mCherry Fluores-
zenzpolarisationsanisotropien von meist über 0,30 gemessen. Bei 488 nm Anregung und Detektion
der grünen Fluoreszenz zeigte GFP jedoch leicht verringerte Werte. Da GFP die Tendenz besitzt
zu aggregieren, wird diese Reduktion wahrscheinlich durch homoFRET bedingt (Bader et al.,
2009). Dass die Werte jedoch nur leicht verringert sind, deutet auf eine geringe Eﬃzienz dieser
Prozesse hin.
Analog zu den Experimenten mit blau/gelb ﬂuoreszierenden Proteinen wurde auch hier ein Kon-
strukt verwendet, in dem die beiden Fluoreszenzproteine gekoppelt sind. In dem Konstrukt na-
mens pByﬀu ist GFP mit mCherry über 13 Aminosäuren verbunden. Durch die resultierende
räumliche Nähe beider Fluoreszenzproteine konnte FRET stattﬁnden. Bei Anregung des Donors
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mit 488 nm wurde dementsprechend eine deutliche Reduktion der Fluoreszenzpolarisationsaniso-
tropie des Akzeptors bestimmt. Somit konnte gezeigt werden, dass der entwickelte Versuchsauf-
bau auch die Detektion von FRET zwischen den Fluoreszenzproteinen GFP und mCherry er-
möglicht.
Bestätigung von FRET durch die Methode des Akzeptorbleichens
Bei der Detektion von FRET mittels Akzeptorbleichen werden die photochemischen Eigenschaf-
ten des Akzeptors durch intensive Belichtung zerstört. Danach kann der Akzeptor nicht mehr
als solcher fungieren und der FRET-Prozess wird unterbunden. Die Fluoreszenzintensität des
Donors steigt dadurch an. Ist der Akzeptor zerstört, so kann dies jedoch nicht einfach rückgän-
gig gemacht werden. Insofern ist diese Methode für die Langzeitbeobachtung von Zellen völlig
ungeeignet. Trotzdem kann sie vor Beendigung eines Experiments zur Bestätigung von positiven
FRET Ergebnissen herangezogen werden. Um das System auf diese Anwendbarkeit zu prüfen,
wurde der Akzeptor (Venus) im C5V Konstrukt gebleicht. Die blaue und gelbe Fluoreszenzinten-
sität wurde vor und nach dem Bleichen gemessen. Die Fluoreszenzintensität des gelben Signals
verringerte sich, während die des blauen Signals deutlich zunahm. Somit konnte das zuvor mit-
tels Polarisationsanisotropie gemessene FRET Signal durch die Methode des Akzeptorbleichens
bestätigt werden.
FRET Messungen mittels nicht konfokaler Detektion der Polarisationsanisotropie
Polarisationsanisotropiebasierte FRET-Messungen wurde auch in einem nicht konfokalen Mes-
saufbau untersucht. Hierbei wurde die Spinning-Disk Einheit nicht verwendet. Die Fluoreszenz
wurde mit einer Quecksilberdampﬂampe angeregt. Mit Hilfe von Anregungsﬁltern wurde der
gewünschte Wellenlängenbereich gewählt. Durch das Anbringen eines zusätzlichen Polarisators
wurde das Anregungslicht polarisiert. Das Emissionslicht wurde um die Spinning-Disks umgelei-
tet.
Analog zur konfokalen Methode wurde der Polarisator im Anregungslicht ausgerichtet und der
G-Faktor für den Emissionsstrahlengang bestimmt. Auch bei dieser nicht konfokalen Detektion
zeigten die gekoppelten Konstrukte C5V und pByﬀu eine deutlich geringere Fluoreszenzpolarisa-
tionsanisotropie wie die nicht gekoppelten Fluoreszenzproteine. Allerdings waren alle Werte um
einen Faktor von ca. 2 geringer als bei der konfokalen Messmethode. Wie in Abschnitt 4.4 be-
schrieben, können Objektive mit einer hohen numerischen Apertur die Polarisationsanisotropie
beeinﬂussen. Bei der konfokalen Messmethode werden durch die Lochblende jedoch Lichtanteile
eliminiert, deren Polarisationsrichtung verändert wurde. Aus diesem Grund wurden mit der kon-
fokalen Messmethode deutlich höhere Werte für die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie gemessen
als mit der nicht konfokalen Methode.
4.6 Anwendungen der FRET-Messmethode auf biologische Frage-
stellungen
Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit ein Aufbau entwickelt, der die FRET Detektion mittels
Fluoreszenzpolarisationsanisotropie ermöglicht. Das System wurde mit Referenzstandards für die
Verwendung von blau/gelben und grün/roten Paaren von Fluoreszenzproteinen validiert. FRET
ﬁndet nur dann statt, wenn sich die Proteine in unmittelbarer Nähe beﬁnden, typischerweise
in einem Abstand unter 10 nm. Die Untersuchung molekularer Prozesse auf dieser Ebene ist in
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Zukunft mit dem Aufbau möglich. Erste Schritte zur biologischen Anwendung wurden bereits
unternommen.
Detektion der Chromatinkondensation mittels FRET
Llères et al. (2009) konnten zeigen, dass es mittels FRET möglich ist die Kondensierung des Chro-
matins zu untersuchen. Es wurden humane Zellen verwendet, die zwei verschiedenartig markierte
H2B Histone gleichzeitig exprimierten. Die Histone waren entweder mit GFP oder mit mCherry
markiert. Durch die Kondensierung des Chromatins kommen sich H2B Histone aus unterschiedli-
chen Nukleosomen sehr nahe. Sind diese Histone mit GFP und mCherry markiert, so kann FRET
stattﬁnden. Llères et al. (2009) detektierten FRET über Fluoreszenzlebenszeitmessungen des Do-
nors. Sie konnten in Interphasezellen und in mitotischen Zellen Bereiche mit unterschiedlicher
Chromatinkondensation bestimmen. Auch bei chemischer Behandlung mit TSA und ATP-Entzug
konnten sie Veränderungen in der Chromatinkondensation bestimmen. Die Unterschiede in der
FRET-Eﬃzienz waren in allen Fällen kleiner als 12%.
Die quantitative Bestimmung der FRET-Eﬃzienz mit der Fluoreszenzpolarisationsanisotropie-
methode ist sehr schwierig. Koushik et al. (2006) bestimmten für das C5V Konstrukt mit ver-
schiedenen Methoden eine FRET-Eﬃzienz von ca. 40%. Somit ist die FRET-Eﬃzienz in den
Chromationkondensationsmessungen deutlich kleiner. Mit dem hier vorgestellten Aufbau konn-
ten keine Unterschiede in der Polarisationsanisotropie infolge der Chromatinkondensation fest-
gestellt werden. Wie zuvor beschrieben, tritt bei der Kombination der Fluoreszenzproteine GFP
und mCherry sowohl Emissions-Einstreuung als auch Anregungs-Einsteuung auf. Wahrschein-
lich ist auf diesem Hintergrundsignal das schwache FRET-Signal nicht detektierbar. Die Verwen-
dung der Fluoreszenzproteine Cerulean und Venus hätte den Vorteil einer geringeren Anregungs-
Einsteuung. Diese Kombination gilt als die beste FRET-Paarung (Piston und Rizzo, 2008) und
liese somit eine höhere Sensitivität erwarten. Theoretisch wäre es auch möglich, dass die Fluo-
reszenzproteine GFP und mCherry im kondensierten Chromatin eine feste relative Ausrichtung
zeigen. Wäre die Orientierung beider Fluoreszenzproteine parallel, so würde der FRET Pro-
zess die Fluoreszenzpolarisationsanisotropie nicht verringern. In einem solchen Fall wäre FRET
über die Fluoreszenzpolarisationsanisotropiemethode nicht detektierbar. Dieses Ergebnis ver-
deutlicht, dass sich FRET mit dieser Methode nicht ausschließen lässt. Da unerwünschte Eﬀekte
wie Emissions- und Anregungs-Einstreuung die Polarisationsanisotropie nicht verringern, ist die-
se Methode aber sehr robust gegen fälschlich positive Interpretationen von Ergebnissen.
Untersuchung der 53BP1-Oligomerisierung mittels homoFRET
HomoFRET bezeichnet den Energietransfer zwischen zwei gleichen Chromophoren (Bader et al.,
2011). Die Chromophore können hierbei sowohl als Donor als auch als Akzeptor wirken. Über
Fluoreszenzpolarisationsanisotropiemessungen kann dieser Prozess detektiert werden. Für das
Reparaturprotein 53BP1 wurden in der Literatur oligomerisierende Eigenschaften beschrieben
(Adams et al., 2005; Zgheib et al., 2009). In den Messungen nach Au-Ionenbestrahlung zeigte sich
jedoch eine einheitliche Polarisationsanisotropie in der gesamten Zelle. Die Werte betrugen 0,29
± 0,04 sowohl in, als auch außerhalb der strahleninduzierten Foci. Eine strahlungsabhängige





Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Studien zur Akkumulation und zum Bindever-
halten von Reparaturproteinen an DNA Schäden nach dicht ionisierender Strahlung vorgestellt.
Die Ergebnisse geben Einblicke in die Mobilität der Proteine, die zeitliche Entstehung der Bin-
dungsstellen am DNA Schaden sowie in die Bindungseigenschaften der einzelnen Proteine.
In zukünftigen Arbeiten sollen diese Ergebnisse in einem einzigen mathematischen, kinetischen
Modell vereint werden. Dies soll helfen die mechanistischen Zusammenhänge besser verstehen
und experimentell überprüfen zu können. Ein Modell mit ähnlichen theoretischen Ansätzen
zum Reparaturmechanismus der Nicht Homologen Endverknüpfung wurde vor Kurzem von
Li und Cucinotta (2011) publiziert. Durch die Kombination der Microbeam Ionenbestrahlung
mit simultanen FRAP Analysen könnte in Zukunft die Proteinkinetik in individuellen Zellen vor
und nach gezielter Ionenbestrahlung analysiert werden. Mithilfe dieser experimentellen Ergebnis-
se könnte das kinetische Modell validiert und ergänzt werden. Erste Schritte für einen derartigen
Aufbau wurden bereits unternommen (Merk et al., 2010). Zusätzlich zum dynamischen Verhalten
spielt die Proteininteraktion in nahezu allen biologischen Prozessen eine zentrale Rolle. Der neu
entwickelte FRET Aufbau wird es in Zukunft ermöglichen, das gegenseitige Binden der Proteine







A.1 Spektren der optischen Komponenten im FRET-Aufbau
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Abbildung A.1: Spektrale Eigenschaften des 3-Farben dichroitischen Spiegels Di01-405/488/561 von Semrock
(New York, USA) für die s- und p-Polarisation unter einem Einfallswinkel von 45 ◦. In der Spinning-Disk Einheit
wird das Anregungslicht transmittiert und das Emissionslicht reﬂektiert. (a): Reﬂexionsspektrum (b): Transmis-
sionsspektrum (Quelle der Spektren: Semrock, 2011a)
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Abbildung A.2: Spektrale Eigenschaften des 4-Farben dichroitischen Spiegels Di01-T405/488/568/647 von Sem-
rock für die s- und p-Polarisation unter einem Einfallswinkel von 45 ◦. In der Spinning-Disk Einheit wird das An-
regungslicht transmittiert und das Emissionslicht reﬂektiert. (a): Reﬂexionsspektrum (b): Transmissionsspektrum
(Quelle der Spektren: Semrock, 2011b)
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Abbildung A.3: Spektrale Eigenschaften des Polarisators, hier dargestellt für die montierte Variante zwischen
zwei Deckgläsern mit den Bezeichnungen 069-0110 und 0120 von Optosimga (Santa Ana, USA). In dem hier































                     
 
   	 
            
  
 
            
            
               

























       !          	      	 
 
      	     
        " "   
        	  	 
        " "   


















Abbildung A.5: Spektrale Eigenschaften der blau (CFP) und gelb (YFP) ﬂuoreszierenden Proteine und der
entsprechenden optischen Komponenten bei konfokalen FRET Messungen. Im Gegensatz zur konventionellen Epi
Fluoreszenzmikroskopie wird in der Spinning-Disk Einheit das Anregungslicht durch den dichroitischen Spiegel
transmittiert und das Emissionslicht wird reﬂektiert. (a): Laser Anregungswellenlängen und dichroitischer Spiegel
im Vergleich zu den CFP und YFP Anregungsspektren (b): Spektren der Emissionsﬁlter und des dichroitischen
Spiegels im Vergleich zu den CFP und YFP Emissionsspektren. Der dichroitische Spiegel und die Filter sind von
Semrock. (Quellen der Spektren der optischen Komponenten: Semrock, 2011a,e; Laser2000, 2011), (Quellen der
CFP und YFP Spektren: Invitrogen, 2011a,b).
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Abbildung A.6: Spektrale Eigenschaften der blau (CFP) und gelb (YFP) ﬂuoreszierenden Proteine und der
entsprechenden optischen Komponenten bei nicht konfokalen FRET Messungen. (a): Spektren des Anregungs-
ﬁlters und des dichroitischen Spiegels im Vergleich zu den CFP und YFP Anregungsspektren (b): Spektren der
Emissionsﬁlter und des dichroitischen Spiegels im Vergleich zu den CFP und YFP Emissionsspektren. Der di-
chroitische Spiegel und die Filter FF01-438/24-25 und FF01-538/40 sind von Semrock. Der Filter BP470-490 ist
von Olympus (Hamburg, Deutschland). (Quellen der Spektren der optischen Komponenten: Semrock, 2011d,e,c;
Olympus, 2011a), (Quellen der CFP und YFP Spektren: Invitrogen, 2011a,b).
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Abbildung A.7: Spektrale Eigenschaften der grün (GFP) und rot (mCherry) ﬂuoreszierenden Proteine und der
entsprechenden optischen Komponenten bei konfokalen FRET Messungen. Im Gegensatz zur konventionellen Epi
Fluoreszenzmikroskopie wird in der Spinning-Disk Einheit das Anregungslicht durch den dichroitischen Spiegel
transmittiert und das Emissionslicht wird reﬂektiert. (a): Laser Anregungswellenlängen und dichroitischer Spiegel
im Vergleich zu den GFP und mCherry Anregungsspektren (b): Spektren der Emissionsﬁlter und des dichroitischen
Spiegels im Vergleich zu den GFP und mCherry Emissionsspektren. Der dichroitische Spiegel ist von Semrock, der
Filter BA 590 ist von Olympus, der HQ525/50 Filter ist von Chroma (Bellows Falls, USA). (Quellen der Spektren
der optischen Komponenten: Semrock, 2011a; Olympus, 2011b; Chroma, 2011), (Quelle der GFP und mCherry
Spektren: Tsien-Laboratory, 2011).
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Abbildung A.8: Spektrale Eigenschaften der grün (GFP) und rot (mCherry) ﬂuoreszierenden Proteine und der
entsprechenden optischen Komponenten bei nicht konfokalen FRET Messungen. (a): Spektren des Anregungs-
ﬁlters und des dichroitischen Spiegels im Vergleich zu den GFP und mCherry Anregungsspektren (b): Spektren
der Emissionsﬁlter und des dichroitischen Spiegels im Vergleich zu den GFP und mCherry Emissionsspektren.
Dichroitischer Spiegel und Filter EX 465-495 sind von Nikon (Düsseldorf, Deutschland). Der Filter HQ 525/50
ist von Chroma, der Filter BA 590 ist von Olympus. (Quellen der Spektren der optischen Komponenten: Nikon,
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